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Funktioneller Nachweis des purinergen Rezeptors P2X7 an den neuralen 
Progenitorzellen der murinen Subventrikularzone 
Universität Leipzig, Dissertation 
87 S.1, 85 Lit.2, 32 Abb., 1 Tab. 
Referat: 
Neurodegenerative Erkrankungen sind wegen steigender Prävalenz ein zunehmendes 
Problem in Industrieländern. In diversen Studien wurde bereits ein Zusammenhang 
zwischen neurodegenerativen Vorgängen und purinerger Signalübertragung 
aufgezeigt. Insbesondere die Rezeptoruntereinheit P2X7R ist durch seine apoptotische 
Wirkung bei verschiedenen Krankheiten involviert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die 
funktionelle Präsenz des P2X7R an neuralen Progenitorzellen untersucht, die von der 
Subventrikularzone (SVZ) der Maus isoliert wurden. Mittels Calcium-Imaging wurde 
die intrazelluläre Ca2+-Konzentration ([Ca2+]i) erfasst. Der P2X7R-Agonist BzATP führte 
in einem Mg2+-freiem Milieu zu einer deutlichen [Ca2+]i-Steigerung. Selektive 
(A438079, BBG) und unselektive (PPADS) Antagonisten des P2X7R sowie 
unterschiedliche Kationen (Zn2+, H+) inhibierten den agonistischen [Ca2+]i-Anstieg. 
Desweiteren bewirkte Ivermectin (IVM), ein allosterischer Modulator sowohl von 
P2X4R als auch von P2X7R, eine signifikante Wirksteigerung des niedrigdosierten 
BzATP. Dieser Effekt war an Progenitorzellen, welche P2X7R-defizienten (P2X7-/-R) 
Mäusen entnommen waren, nicht nachzuweisen. Weitere purinerge Antagonisten 
(NF449, TNP-ATP) hatten keine signifikante Wirkung an den Zellen der Wildtyp-Maus. 
Ebenso war der P2X1-3R-Agonist α,β-meATP wirkungslos. Ein extrazelluläres Ca2+-
freies Milieu wurde zur Untersuchung der Zellen auf P2Y-R genutzt und führte zum 
fast vollständigen Verschwinden des agonistischen Effektes an den murinen Zellen. 
Allerdings zeigten P2X7-/-R-Zellen nach Entfernen von Ca2+ aus der extrazellulären 
Flüssigkeit eine deutliche Wirkung von BzATP, welches auf Aktivität von P2Y-R 
hindeutet. Zusammenfassend konnte somit durch Applikation von Agonisten, 
Antagonisten und Modulatoren eine Aktivität des P2X7R an den murinen 
Progenitorzellen der SVZ gezeigt werden, welcher möglicherweise zur Regulation der 
Zellproliferation beiträgt. Weitere purinerge Rezeptoren (P2X1-4R, P2Y-R) waren an 
den Vorläuferzellen der Wildtyp-Maus nicht sicher nachweisbar, während an murinen 
P2X7-/-R-Zellen Aktivität von P2Y-R zu erkennen war. 
ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
Funktioneller Nachweis des purinergen Rezeptors P2X  an den neuralen Progenitorzellen 7





♀   Person/en weiblichen Geschlechts 
♂   Person/en männlichen Geschlechts 
Ø   Durchmesser 
α,β-meATP  α,β-methylenATP 
µl   Mikroliter 
µM   Mikromolar 
µm   Mikrometer 
 
A Abb.   Abbildung 
 Aqbidest   bidestilliertes Wasser 
 ANOVA  Varianzanalyse, engl. analysis of variance 
 ATP   Adenosintriphosphat 
 
B BBG   Brilliant Blue G 
BzATP  Benzoylbenzoyl-ATP 
 
C Ca2+   Kalziumion/en 
[Ca2+]e  extrazelluläre Kalziumionen-Konzentration 
 [Ca2+]i   intrazelluläre Kalziumionen-Konzentration 
 cAMP   zyklisches Adenosinmonophosphat 
 CLL   Chronisch lymphatische Leukämie 
 
D  DMEM  Dulbecco´s modifiziertes Eagle Medium 
 
E ED50   mittlere Effektivdosis 
EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
EGF Epidermaler Wachstumsfaktor, engl. epidermal growth 
factor 
Em   Emissionswellenlänge 
 
F f.   folgende Seite 
 FBS   Fetales Kälberserum, engl. fetal bovine serum 
 ff.   folgende Seiten 
FGF-2 Fibroblasten-Wachstumsfaktor, engl. fibroblast growth 
factor 
Fl.ratio Fluoreszenz-Quotient, engl. Fluorescence ratio 
 
G GPCR  G-Protein-gekoppelter Rezeptor, engl. G-Protein-coupled  
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H HEK293-Zellen Human Embryonal Kidney 293-Zellen 
HEPES  2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 
hP2X7R  humaner P2X7-Rezeptor 
 
I I   Intensität 
IP3   Inositoltrisphosphat 
IPS   Idiopathisches Parkinson Syndrom 
IVM   Ivermectin 
 
L LV   Lateraler Ventrikel 
 
M Mag.   Vergrößerungsmaßstab, engl. magnification 
Mio   Million/en 
  
N n   Anzahl der untersuchten Zellen 
N.A.   Numerische Apertur 
 ng   Nanogramm 
 nm   Nanometer 
 NMDG+  N-Methyl-D-glucamine 
 
O OB   Bulbus olfaktorius 
 
P P2XnR  P2Xn-Rezeptor 
 P2X7R-/-  P2X7R-Defizienz 
 P2YnR  P2Yn-Rezeptor 
PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung, engl. phosphate buffered 
saline 
 PLC   Phospholipase C 
 PLO   Poly-L-Ornithin 
 
R rcf.   Relative Zentrifugalbeschleunigung, engl. relative  
centrifugal force 
RMS   Rostraler Migrationsstrom 
ROI   engl. range of interest 
 
S SGZ   subgranuläre Zone 
SVZ   Subventrikularzone 
syn.   synonym 
 
T TRIS   Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
 
U U   Unit 
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1.1 Zunehmende Bedeutung von Morbus Parkinson in einer 
alternden Gesellschaft 
„Im Jahr 2060 wird [...] jeder Dritte mindestens 65 Lebensjahre durchlebt haben- 
jeder Siebente wird sogar 80 Jahre oder älter sein“ (Statistisches Bundesamt 2005). 
Mit dieser prognostischen Aussage beschrieb der Präsident des Statistischen 
Bundesamtes R. Egeler auf der 12. koordinierten Bevölkerungsvorausrechnung die 
bedeutsamen Entwicklungen in der Bevölkerungsstruktur. Dieser Trend zu einer 
alternden Gesellschaft ist schon seit vielen Jahren zu beobachten.  
Der prozentuale Anstieg der älteren Menschen in der deutschen Bevölkerung ist zum 
einen auf die geringe Geburtenrate zurückzuführen, aber vor allem bewirkt die 
steigende Lebenserwartung die enorme Verschiebung der Altersstruktur zugunsten 
des hohen Alters (Schuengel-D 2009). So konnte beispielsweise allein im letzten 
Jahrhundert eine Erhöhung der Lebenserwartung um etwa 30 Jahre beobachtet 
werden (Gruss 2007). Die noch immer bestehende Zunahme der Lebenserwartung 
ist unter anderem durch Fortschritte in Medizin, Gesundheitsvorsorge, Hygiene und 




































Abb. 1.1 Voraussichtlicher Anstieg der älteren Bevölkerung in Deutschland im 
Durchschnitt von 2005-2050. 
 Es wird angenommen, dass die ältere Bevölkerung in den kommenden 
Jahrzehnten stark zunimmt. Insbesondere die Zahl der über 80-Jährigen wird 
sich laut den statistischen Berechnungen mehr als verdoppelt haben. 
Quelle: Hennig-F 2006 
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Das relative Wachstum der älteren Bevölkerung bewirkt zugleich einen Anstieg der 
neurodegenerativen Erkrankung Morbus Parkinson (syn. Idiopathisches Parkinson 
Syndrom, IPS). Bereits heutzutage gehört das IPS mit einer Inzidenz von 183 pro 
100.000 Einwohner in Deutschland zu eine der häufigsten Erkrankungen des 
Nervensystems (Kleinhenz et al. 1990), (Thümler 2002). 
Die Parkinson´sche Krankheit ist ein progredient-verlaufendes, neurologisches 
Syndrom, welches infolge eines Dopaminmangels nach Degeneration der Substantia 
nigra unter anderem durch extrapyramidale Symptome wie Hypo- bzw. Akinesie, 
Rigor, Ruhetremor und posturale Instabilität gekennzeichnet ist (Thümler 2002).  
Die beschriebenen Symptome des IPS manifestieren sich vorwiegend im höheren 
Lebensalter, nachdem bereits ein großer Teil der dopaminergen Nervenzellen 







Bei der zu erwartenden Bevölkerungsentwicklung mit stetiger Erhöhung der 
Lebenserwartung ist anzunehmen, dass die Patientenzahl in den künftigen Jahren 
weiter zunimmt (Statistisches Bundesamt 2009). Trotz dieser bedeutsamen 
Entwicklung sind die ätiologischen und pathogenetischen Prozesse des IPS bislang 
nur unzureichend bekannt. Ebenso sind die therapeutischen 
Behandlungsmöglichkeiten noch immer sehr begrenzt. Mittels diverser Medikamente 



















Abb. 1.2 Inzidenz von Morbus Parkinson in Abhängigkeit von Alter und Geschlecht. 
 Die Inzidenz der Parkinson-Krankheit steigt insbesondere beim männlichen 
Geschlecht im höheren Lebensalter deutlich an. Männer sind im Vergleich zu 
Frauen zudem wesentlich häufiger betroffen. 
Quelle: van Den Eeden 2003 
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Therapie, die zumindest ein Fortschreiten der Erkrankung verhindert, besteht 
allerdings nicht (Thümler 2002).  
Aufgrund des begrenzten Wissens über die ätiologischen und pathomechanischen 
Prozesse der Parkinson-Krankheit und der unzureichenden therapeutischen 
Möglichkeiten besteht ein relativ großes Forschungsinteresse an dem IPS. Ein 
vielversprechendes Forschungsgebiet ist in diesem Zusammenhang die adulte 
Neurogenese. So wies unteranderem Braak et al. bereits in der präklinischen Phase 
die für IPS charakteristischen Lewy-Körperchen im Bulbus olfaktorius (OB) nach 
(Braak et al. 2002). Der OB dient nicht nur zur Geruchswahrnehmung, sondern er ist 
darüber hinaus auch an der adulten Neurogenese beteiligt (Doetsch und Scharff 
2001), (S.4 ff). 
Die Fähigkeit zur Neubildung von Nervenzellen bis ins hohe Alter und deren 
Beeinflussung nimmt zukünftig als kausaler Therapieansatz von neurodegerativen 
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1.2 Adulte Neurogenese 
Die Bildung von Nervenzellen aus Stamm- und Vorläuferzellen wird als Neurogenese 
bezeichnet (Shiel und Stöppler 2008). Erfolgt diese Neubildung von Nervenzellen 
postnatal, so spricht man von der sogenannten adulten Neurogenese (Gruss 2007).  
Die Fähigkeit eines Organismus auch noch im Erwachsenenalter Neurogenese zu 
betreiben, galt viele Jahrzehnte als undenkbar. Noch bis Anfang 1990 war trotz vieler 
Hinweise in diversen Studien eine Regeneration der Nerven stark umstritten. 
Inzwischen gilt das Dogma der Nicht-Erneuerbarkeit von Nervenzellen jedoch als 
widerlegt (Colucci-D’Amato et al. 2006) . 
Nach heutigem Kenntnisstand findet die adulte Neurogenese bevorzugt in zwei 
Zonen statt, zum einen in der Subventrikularzone (SVZ) der lateralen Ventrikel (LV) 
(Alvarez-Buylla und García-Verdugo 2002) und zum anderen in der subgranulären 
Zone (SGZ) des Gyrus dentatus im Hippocampus (Eriksson et al. 1998). Es 
existieren zudem Hinweise für weitere Gebiete der Neurogenese  im Gehirn, aber 
deren Aktivität wird als sehr gering eingeschätzt (Gould 2007). 
 
1.2.1 Die Subventrikuläre Zone  
Während der embryonalen Phase dient die ventrikuläre Zone als Keimzentrum von 
neuroepithelialen Stammzellen, die sich in Neuronen und Gliazellen differenzieren 
können (Trepel 2008). Neben dieser Zone bildet sich pränatal die SVZ aus, die 
ebenfalls zur Neurogenese befähigt ist (Pritzel et al. 2009). Die Zellproliferation in der 
ventrikulären Zone findet vorwiegend in der pränatalen Phase statt (Trepel 2008). Im 
Gegensatz dazu bleibt die Bildung und Regeneration von Stammzellen in der SVZ 
bis ins hohe Erwachsenenalter erhalten (Alvarez-Buylla und García-Verdugo 2002). 
Es wird sogar davon ausgegangen, dass die adulte SVZ möglicherweise das größte 
Reservoir an proliferierenden Zellen darstellt (Doetsch und Alvarez-Buylla 1996). 
 
Die SVZ ist im adulten Gehirn zwischen der Seitenwand der LV und dem Striatum 
lokalisiert. Die Zellen dieser Regenerationszone werden aufgrund morphologischer, 
ultrastruktureller und molekularer Besonderheiten in vier verschiedene Typen 
eingeteilt (Doetsch et al. 1997). Die sogenannten langsam proliferierenden Typ-B-
Zellen sind als Astrozyten-ähnliche Stammzellen die primären Vorläuferzellen der 
jungen Neurone. Sie können durch Proliferation nicht nur den Pool an Typ-B-Zellen 
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erhalten, sondern differenzieren darüber hinaus zu den sehr stark proliferierenden 
neuronalen Vorläuferzellen, den Typ-C-Zellen. Aus diesen entstehen wiederum 
migrierende Neuroblasten, die als Typ-A-Zellen bezeichnet werden (Abb. 1.3). 
Die Typ-B-Zellen umgeben die kettenförmig angeordneten Typ-A-Zellen (Doetsch et 
al. 1997), die über den Rostralen Migrationsstrom (RMS) zum Bulbus olfaktorius 
(OB) wandern und dort zu granularen und periglomerulären Interneuronen 
differenzieren (Doetsch und Scharff 2001). Entlang der aus Neuroblasten gebildeten 
Ketten liegen zudem vereinzelt Cluster aus Typ-C-Zellen (Doetsch et al. 1997). 
Die Begrenzung der SVZ zu dem Lumen der Ventrikel bildet schließlich ein 
Monolayer aus ependymalen Typ-E-Zellen, welche die Zirkulation der 












Abb. 1.3 Lokalisation und Zelltypen der adulten SVZ. 
(a) Die Darstellung zeigt die frontale Ansicht eines adulten Gehirns einer Maus 
mit der Lokalisation der SVZ, welche sich entlang der lateralen Wand der LV 
(LV, hellgrau) erstreckt. Das Corpus callosum ist schwarz dargestellt. (b) Der 
schematische Ausschnitt aus der SVZ veranschaulicht die Anordnung der 
Progenitorzellen bzw. Epithelzellen innerhalb der SVZ. Ein Monolayer der 
multiziliaren ependymalen Typ-E-Zellen (E, weiß) grenzen die SVZ von dem 
LV ab. Die Neuroblasten (A, rot) lagern sich zu kettenförmigen Strängen 
zusammen und werden von den Astrozyten-ähnlichen Typ-B-Zellen (B, blau) 
umgeben. Entlang des kettenartigen Netzwerkes an Neuroblasten befinden 
sich fokale Cluster an sich schnell-teilenden Typ-C-Zellen (C, grün). (c) Die 
regenerationsfähigen Typ-B-Zellen können zu Typ-C-Zellen differenzieren, aus 
denen wiederum Typ-A-Zellen entstehen. 
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Die Funktion der SVZ besteht in der Regeneration von Nervenzellen sowohl im 
embryonalen, als auch im adulten Gehirn. Eine Störung dieser Region könnte 
demzufolge zu neurodegenerativen Erkrankungen mit Einbußen der kognitiven 
Fähigkeiten führen. Im Gegensatz dazu beinhaltet die Möglichkeit zur Regeneration 
gleichzeitig die Gefahr zur unkontrollierten Zellneubildung. Aufgrund dessen ist es 
vorstellbar, dass die SVZ Potential zur Tumorgenese besitzt. 
Diese Bedeutung der SVZ in den diversen pathologischen Vorgängen des adulten 
Gehirns führen zu großem Forschungsinteresse auf diesem Gebiet verbunden mit 






1.3 Purinerge Signaltransmission 
Bereits 1929 isolierte Karl H. A. Lohmann erstmalig das aus einem Purin aufgebaute 
Molekül Adenosintriphosphat (ATP) aus einem Froschmuskel (Lohmann 1929). Nach 
der Entdeckung dauerte es nicht lange bis dieses kleine Nukleotid weltweit als 
intrazellulärer Energielieferant bekannt wurde (Löffler et al. 2007). Die Bedeutung 
des ATP´s als extrazellulärer Messenger wurde hingegen erst Jahrzehnte später 
erkannt (Burnstock 2009). Bereits 1972 veröffentlichte Geoffrey Burnstock seine 
Hypothese zur purinergen Neurotransmission, welche sich allerdings erst im Laufe 
der Jahre in der Wissenschaft durchsetzen konnte (Burnstock 1972). 
Die Rezeptoren, die durch Nukleoside bzw. Nukleotide aktiviert werden können, 
werden als purinerge Rezeptoren bezeichnet (Burnstock 1976). Die Einteilung dieser 
Rezeptoren erfolgt in P1- und P2-Rezeptoren (Burnstock 1978). Die P2-Rezeptoren 
werden wiederum in ligandengesteuerte ionotrope P2X- und metabotrope 
P2YRezeptoren unterteilt (Burnstock und Kennedy 1985). 
 
1.3.1 P1-Rezeptoren 
Die 4 bekannten P1-Rezeptorsubtypen (A1, A2A, A2B, A3) sind von der selektiven 
Aktivierung durch Adenosin gekennzeichnet (Burnstock 1978), (Burnstock 2007). Als 
weitere Gemeinsamkeit gehören die P1-Rezeptoren zur Familie der Rhodopsin-
ähnlichen G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR, engl.: G-Protein coupled 
receptor) (Burnstock 2007).  
Über die Funktion der Rezeptoren sind bereits diverse physiologische Effekte 
entdeckt worden (Fredholm et al. 2001). In unterschiedlichen Studien konnte 
beispielsweise eine Modulation vom kardiovaskulären, Immun-, sowie 
Zentralnervensystem an Maus-Modellen gezeigt werden (Ledent et al. 1997; Chen et 
al. 1999; Zhao et al. 2000; Sun et al. 2001). 
 
1.3.2 P2X-Rezeptoren 
Von den ubiquitär im Säugetier vorkommenden P2X-Rezeptoren gelang es bisher, 7 
Gene zu klonieren, die für die jeweiligen Untereinheiten P2X1-7 stehen (North und 
Surprenant 2000). Jede Untereinheit besitzt 2 hydrophobe Regionen, welche die 
Durchquerung der Plasmamembran ermöglichen. Extrazellulär bilden die P2X-





Terminus in den Intrazellularraum ragen. Entsprechend elektrophysiologischer 
Studien bilden die Rezeptoren eine trimere Rezeptorstruktur, die häufig sowohl als 
Homo-, als auch als Heteromultimere fungieren können (North 2002).  
Nach Aktivierung sind die P2X-Rezeptoren als intrinsische Ionenkanäle für kleine 
mono- und divalente Kationen durchlässig (Burnstock 2007).  
 
1.3.3 P2X7-Rezeptor (P2X7R) 
Der P2X7R konnte 1996 erstmalig vom Rattengehirn kloniert werden und wurde 
aufgrund seiner Homologie zu anderen P2X-Rezeptoren P2X7R genannt (Surprenant 
et al. 1996). Er zeigt jedoch gleichzeitig einige strukturelle Besonderheiten, die ihn 
von den anderen 6 P2X-Rezeptoruntereinheiten unterscheiden (North 2002). So 
besitzt der mit 595 Aminosäuren größte P2X-Rezeptor beispielsweise einen 
signifikant längeren Carboxy-Terminus (Surprenant et al. 1996). 
Darüber hinaus besitzt die P2X7-Rezeptoruntereinheit 2 verschiedene 
Transduktionsmechanismen mit wahrscheinlich 2 separaten molekularen Entitäten. 
Zum einen kann der purinerge Rezeptor bei einer niedrig dosierten ATP-
Konzentration als ionotroper, ligandenaktivierter Kanal fungieren (Surprenant et al. 
1996). Dabei erfolgt nach Aktivierung eine reversible Öffnung des intrisischen 
Kanals, der für kleine Kationen (Na+, K+, Ca2+) permeabel ist. Dies bewirkt einen 
gesteigerten Ca2+-Einstrom, welcher in in-vitro Versuchen mittels Calcium-Imaging 
gemessen werden kann. 
Desweiteren führt eine langanhaltend hohe bzw. wiederholte Aktivierung zur 
Porenbildung des Rezeptors, die den Durchtritt großer Moleküle bis 900 Da (z.B. 
Ethidium, YO-PRO-1) ermöglicht (Surprenant et al. 1996), (Virginio et al. 1999). In 
der Folge bindet YO-PRO-1 bzw. ähnlich floureszierende Teilchen wahrscheinlich an 
die DNS und führt zu strukturellen Änderungen (z.B. „membran blebbing“) in der 

















Der Nachweis des Rezeptors gelang bereits an den verschiedensten Zelltypen, wie 
z.B. an Neuronen, Makrophagen, dendritschen Zellen, Mikroglia, Fibroblasten, 
Lymphocyten, endothelialen Zellen, etc. Entsprechend seiner Funktion hinsichtlich 
der Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und des programmierten Zelltodes 
wird der P2X7R von apoptotischen Zellen (z.B. der Haut, Immunzellen, Pankreas) 
vermehrt exprimiert (North 2002). 
Darüber hinaus scheint der purinerge Rezeptor ebenso in Zellwachstums- und 
Proliferationsprozessen involviert zu sein. Erste Hinweise für die proliferativen 
Eigenschaften des P2X7R lieferte bereits eine Studie von Baricordi et al. 1996, 
welche an T-Lymphozyten unter anderem eine mitogene Stimulation nach 
Applikation des ATP-Derivates Benzoylbenzoyl-ATP (BzATP) nachweisen konnte 
(Baricordi et al. 1996). Es folgten inzwischen mehrere weitere Experimente, die den 
P2X7R mit Vorgängen innerhalb Zellproliferation und Tumortransformation in 
Verbindung bringen (Adinolfi et al. 2005). 
 
1.3.1.3 P2Y-Rezeptoren 
Von den P2Y-Rezeptoren wurden bislang 8 Subtypen (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, 
P2Y11, P2Y12, P2Y13, P2Y14) entdeckt, welche im Gegensatz zu den eben 
beschriebenen ionotropen P2X-Rezeptoren G-Protein gekoppelt sind (Abbracchio et 
Abb. 1.4 P2X7R in inaktiviertem Zustand und nach Applikation von ATP 
Die schematisch vereinfachte Darstellung zeigt die 3 verschiedenen 
Formationsmöglichkeiten des P2X7R: als geschlossenen Kanal, als offenen 
Kanal und als Pore. Nach einer kurzzeitigen Aktivierung mit ATP öffnet sich der 
Kanal für kleine Kationen (z.B. Na+, K+, Ca2+). Eine verlängerte agonistische 
Stimulation bewirkt hingegen die Porenformation des Rezeptors, der auf diese 
Weise für hochmolekulare organische Kationen wie beispielsweise N-methyl-D-
glucamine (NMDG+) und YO-PRO-1 (YO-PRO-12+) permeabel wird. 
Quelle: Burnstock 2008 
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al. 2006). Sie besitzen 7 transmembranäre Domänen mit einem extrazellulären 
Amino- und einem intrazellulären Carboxyterminus.  
Die Rezeptoren sind sowohl für Pyrimidine, als auch für Purine sensitiv. Nach 
Aktivierung erfolgt bei einigen P2Y-Rezeptoruntereinheiten (u.a. P2Y1, P2Y2, P2Y4, 
P2Y6, P2Y11, P2Y14) unter anderem eine Signaltransduktion über Gq/11-Proteine mit 
nachfolgender Stimulation der Inositoltrisphosphat (IP3)-abhängigen Phospholipase 
C (PLC). Dies wiederum bewirkt durch Entleerung zellulärer Speicher eine Erhöhung 
der zytosolischen Ca2+-Konzentration (Burnstock 2007).  
Zudem kann der P2Y11 neben der genannten Aktivierung der PLC ebenfalls über die 
Kopplung vom Gs-Protein die Adenylatzyklase stimulieren, welches einen 
gesteigerten cAMP- (zyklisches Adenosinmonophosphat-) Spiegel verursacht 
(Communi et al. 1999). 
Andere P2Y-Rezeptoren (wie z.B. P2Y12, P2Y13) sind wiederum an Gi-Proteine 
gekoppelt, welches nach Stimulation zu einer Hemmung der Adenylatzyklase mit 







Im Rahmen der Dissertation wurde die purinerge Signalübertragung an neuralen 
Vorläuferzellen betrachtet. Das konkrete Ziel dieser Arbeit bestand darin, den 
purinergen Rezeptor P2X7R an Progenitorzellen der murinen SVZ funktionell 
nachzuweisen. 
Dazu wurden zum einen Versuche an Vorläuferzellen der Wildtyp-Mäuse 
durchgeführt, mit denen sowohl die Aktivität des P2X7R als auch weiterer purinerger 
Rezeptoren überprüft wurden. Neben diesen Experimenten erfolgten zudem 
Untersuchungen an murinen Progenitorzellen, die für den P2X7R defizient waren. Die 
dabei erhobenen Daten dienten zur Erfassung von veränderten Reaktionen der 
P2X7R--Zellen im Vergleich zu den Zellen der Wildtyp-Maus. Darüber hinaus 
beinhaltet die Forschungsarbeit Untersuchungen an HEK293-Zellen, die stabil mit 
dem P2X7R transfiziert waren, um die charakteristischen Eigenschaften des P2X7R 
darzustellen und im Anschluss mit den Reaktionen der murinen Zellen zu 
vergleichen.  
Die Aktivierung des Rezeptors erfolgt mittels ATP. Dessen Derivat BzATP wirkt am 
untersuchten Rezeptor P2X7R allerdings potenter als ATP (North und Surprenant 
2000), sodass in den durchgeführten Experimenten BzATP verwendet wurde. 
Zu Beginn waren die Versuchsbedingungen ([Ca2+]e, [Mg2+]e, Applikationszeit des 
Agonisten) zur Optimierung der Rezeptorantwort sowohl an den murinen als auch an 
den humanen Zellen experimentell geprüft und angepasst worden.  
Die Versuche an den neuralen Progenitorzellen sowie an den HEK293-Zellen 
umfassten unter anderem Untersuchung verschiedener P2X7R-spezifischer 
Inhibitoren, wie beispielsweise Brilliant Blue G und A-438079. Desweiteren wurde die 
Wirkung extrazellulärer Ionen (z.B. Protonen) und des Modulators Ivermectin an den 
murinen und den humanen Zellen überprüft. 
Darüber hinaus wurden zu den Zellen der Wildtyp-Maus weitere purinerge Agonisten, 
Antagonisten und Modulatoren appliziert, um die Aktivität anderer P2X-Rezeptoren 
(P2X1,2,3,4-Rezeptor) zu erfassen. Außerdem wurde durch eine Ca2+-freie 
extrazelluläre Lösung die Aktivität von P2Y-Rezeptoren an den Vorläuferzellen 
überprüft. 
Ebenso wurden die Zellen der P2X7R-defizienten Maus mit Hilfe von Antagonisten 





extrazellulären Ca2+-Konzentration ([Ca2+]e) auf weitere purinerge 
Rezeptoruntereinheiten (z.B. P2X4R und P2Y-Rezeptoren) untersucht. 
Die gewonnenen Ergebnisse sollten die Aktivität des P2X7R an den Vorläuferzellen 
der SVZ der Maus darstellen und darüber hinaus die funktionelle Expression weiterer 







2. MATERIAL UND METHODEN 
2.1 Zellkulturen 
2.1.1 Human Embryonal Kidney (HEK)293-Zellen 
Die HEK293-Zelllinie besteht aus genetisch veränderten humanen embryonalen 
Nierenzellen, welche mit Teilen der viralen DNA eines Adenovirus transformiert 
wurden (Graham et al. 1977). Die Zellen können in experimentellen Versuchsreihen 
kultiviert und transfiziert werden und finden häufig in der Forschung Anwendung. 
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten HEK293-Zellen waren stabil mit dem 
humanen P2X7R transfiziert. 
Die HEK293-Zellen wurden in Dulbecco´s modifiziertem Eagle Medium (DMEM) mit 2 
mM L-Glutamin (1%) und 1% nicht essentiellen Aminosäuren sowie mit 10 % 
Fetalem Kälberserum (FBS) und 50 g/ml Geneticin-418 bei 37°C und 10% CO2 
kultiviert. Zur Passagierung der Zellkulturen wurden die Zellen mit FBS gewaschen 
und im Anschluss auf neue Zellkulturflaschen verteilt.  
Für die Calcium-Imaging Experimente wurden 100.000 Zellen zur Transfektion auf 
mit Poly-L-Ornithin (PLO) und Fibronektin vorbehandelten Glasplättchen ausgesät. 
Danach wurden die HEK293-Zellen erneut für  zwei bis sechs Tage im Brutschrank 
bei 37°C, 10% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit bis zum jeweiligen Versuchstag 
aufbewahrt. 
 
2.1.2 Progenitorzellen der murinen SVZ 
Zur Gewinnung der neuralen Progenitorzellen wurden adulte, 8 bis 14 Wochen alte 
Mäuse aus der Zuchtlinie C57BI/6N verwendet. Die Tiere stammten aus Eigenzucht 
des Institutes und wurden nach den Richtlinien der Deklaration von Helsinki und dem 
Gesetz zur Pflege und Nutzung von Labortieren behandelt. Für Experimente mit 
multipotenten Vorläuferzellen, die defizient für den Rezeptor P2X7R waren, wurden 
Mäuse von der Firma Jax® Mice bezogen (Pfizer-Mäuse), die ebenfalls aus der Zucht 
C57BI/6N stammten. 
Die Mäuse wurden unter CO2-Narkose dekapitiert und es erfolgte eine zeitnahe 
Entnahme der Gehirne. Diese wurden zunächst in gekühlte Phosphat-gepufferte 
Salzlösung (PBS) gelegt (Tab. 2.1). Anschließend wurde Gewebe aus dem Bereich 
der SVZ unter mikroskopischer Betrachtung präpariert und in einem mit PBS 





Dissoziation für max. 25 min bei 37°C in Papain-Lösung inkubiert (Tab. 2.1). Die 
Trituration mit Trypsin-Inhibitorlösung beendete die enzymatische Reaktion (Tab. 
2.1). Nach 10 minütiger Zentrifugation bei 1000 rcf wurden die Zellen mit 
Proliferationsmedium, welches unter anderem epidermalen Wachtumsfaktor (EGF) 
und Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF-2) enthielt, resuspendiert (Tab. 2.1). 
Schließlich wurden die Zellen in Petrischalen (60/15 mm) in 5 ml 
Proliferationsmedium ausgesät. Die Kultivierung zu Neurosphären erfolgte bei 37°C, 
5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit. 
Nach sieben Tagen wurden die zu Neurosphären gewachsenen Zellen erneut für 10 
min bei 1000 rcf zentrifugiert. Die Resuspension des Zellpellets erfolgte mit Accutase 
ll-Lösung. Das Enzym bewirkte eine Proteolyse für 30 bis 45 min bei 37°C. Eine 
weitere 10 minütige Zentrifugation bei 1000 rcf folgte und die Zellen wurden in 
Proliferationsmedium resuspendiert.  
Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurde ein Hämocytometer nach Neubauer 
verwendet. Trypanblau wurde im Verhältnis 1:5 mit 20 µl der Zellsuspension 
gemischt (20 µl Zellsuspension, 60 µl Medium, 20 µl 0,4% Trypanblau), und in die 
Zählkammer gegeben. Trypanblau kann in tote Zellen eindringen und führt auf diese 
Weise zur Blaufärbung des Zytoplasmas und  der Zellkerne, währenddessen lebende 
Zellen nicht von dem Azofarbstoff angefärbt werden. Unter einem Lichtmikroskop 
wurden die lebenden Zellen in vier Großquadraten gezählt. Die Gesamtzellzahl pro 




 gemittelte Zellzahl – Mittelwert aus 4 Quadranten 
 Verdünnungsfaktor – 5 
 Kammervolumen – 1x10-4 ml 
 
Ca. 80.000 Zellen wurden pro Schüssel auf PLO/Fibronektin beschichtete 
Deckgläser in 2 ml Proliferationsmedium ausgesät. Täglich wurden die 
Wachstumsfaktoren durch Wechsel des Mediums erneuert. Die Inkubation der Zellen 
erfolgte anschließend bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit. Die Calcium-







































FGF-2 (in 5 ml TRIS gelöst) 
in DMEM/F-12, GlutaMAX 
 Tab. 2.1 Zusammensetzung der verwendeten Lösungen bzw. des Kulturmediums zur 








Die Methode des Calcium-Imagings basiert auf der Fähigkeit von Molekülen und 
Atomen, Licht mit hoher Energie (z.B. Ultraviolettes Licht) in Form von Photonen zu 
absorbieren und innerhalb eines Zeitintervalls von 10-8 s zu emittieren. Dieses 
optische Phänomen wird als Fluoreszenz bezeichnet (von Ardenne 2005). Bei 
diesem Vorgang erfolgt eine kurzzeitige Anregung von Elektronen, die daraufhin auf 
höhere Energieniveaus angehoben werden. Diese energiereichen Zustände sind 
allerdings instabil, sodass das elektronisch angeregte System unmittelbar im 
Anschluss in den Ausgangszustand niedriger Energie zurückkehrt. Bei dem 
Übergang der Elektronen zum energiearmen Grundniveau erfolgt die Emission von 
Photonen. Das emittierte Photon besitzt dabei gemäß dem Stokes Shift eine 
geringere Energie als das zuvor absorbierte Photon. Somit wird das Fluoreszenzlicht 
im Vergleich zum Anregungslicht in einen langwelligeren Bereich verschoben (Abb. 
2.1). 






Abb. 2.1 Vereinfachte Darstellung des Stokes Shift. 
Das von fluoreszierenden Stoffen absorbierte Licht besitzt eine mindestens 
gleich hohe (Resonanzfluoreszenz) oder höhere Energie als die emittierte 
Strahlung, sodass das Fluoreszenzlicht im Vergleich zur Anregungsstrahlung 












Die Fähigkeit von Stoffen bei Bestrahlung mit kurzwelligem Licht 
Fluoreszenzerscheinungen zu erzeugen, wird als primäre Fluoreszenz bezeichnet 
(Linß und Fanghänel J 1998). Während in der belebten Natur viele organische 
Substanzen diese Eigenschaft aufweisen (z.B. Porphyrine wie Chlorophyll), existiert 
nur eine verhältnismäßig geringe Anzahl an anorganischen Verbindungen, die 
fluoreszieren können (Richter 1998). 
Das Element Calcium besitzt nicht die Fähigkeit zu fluoreszieren (Romeis et al. 
2010). Um die Ionen trotzdem darzustellen, ist eine Anreicherung mit einem 
geeigneten Farbstoff, einem sogenannten Fluorochrom, notwendig. Diese Art der 
Fluoreszenz wird dementsprechend als sekundäre Fluoreszenz bezeichnet (Linß und 
Fanghänel J 1998). 
 
2.2.1.2 Fura-2 
Das Molekül Fura-2 ist ein bekanntes Fluorochrom, welches als Ca2+-Chelator häufig 
für experimentelle Calcium-Messungen genutzt wird (Romeis et al. 2010). Die in den 
Versuchen zu messende Fluoreszenz des Farbstoffes ist dabei sowohl von der 
Wellenlänge des bei Anregung verwendeten ultravioletten Lichtes als auch von der 
Ca2+-Konzentration abhängig (Grynkiewicz et al. 1985). So erfolgt bei einer 
Anregungswellenlänge von 340 nm eine Intensitätssteigerung des emittierten Lichtes 
bei Fura-2, welches mit Ca2+ gesättigt ist, im Vergleich zum Ca2+-freien Farbstoff. 
Währenddessen wird die Intensität der Fluoreszenzstrahlung durch Zugabe von Ca2+ 
gesenkt, nachdem die mit Fura-2 versetzte Probe durch ultraviolettes Licht mit einer 
Wellenlänge von 380 nm angeregt wurde (Abb. 2.2).  
Indem die beiden Fluoreszenzintensitäten ins Verhältnis gesetzt werden (F340/F380), 
erhält man einen Quotienten (R, engl.: ratio), der unabhängig von der Konzentration 
des Farbstoffes nur von der intrazellulären Ca2+-Konzentration bestimmt wird 
(Grynkiewicz et al. 1985). Diese Eigenschaft wird in den Experimenten genutzt, um 





















In den Versuchen wird ein inverses Fluoreszenzmikroskop (IX70 Olympus, Hamburg, 
Deutschland) mit Epi-Fluoreszenz verwendet. Das zu untersuchende Objekt wird bei 
dieser Art der Mikroskopie (Auflicht-Mikroskopie) im Gegensatz zur herkömmlichen 
Lichtmikroskopie nicht durchstrahlt. Stattdessen wird das Präparat mit 
hochfrequentem Licht angestrahlt und zur Fluoreszenz angeregt. Die dabei emittierte 
Strahlung wird zurückreflektiert (Kramme 2004). 
Wie in der vereinfachten Darstellung eines Floureszenzmikroskops in Abb. 2.3 zu 
erkennen ist, wird zunächst das ultraviolette Licht der in den Experimenten 
verwendeten Xenonlampe durch Kollimatorlinsen geleitet. Auf diese Weise wird die 
benötigte Anregungswellenlänge (340 nm und 380 nm) herausgefiltert. Mit Hilfe 
eines dichroitischen Teilerspiegels wird das Licht im Anschluss durch das Objektiv 
zum Präparat gelenkt. Die Objektivblende (Numerische Apertur, N.A. = 1,35; 













Abb. 2.2 Fluoreszenzintensitätsspektrum von Fura-2 in Abhängigkeit von der 
Anregungswellenlänge und der Ca2+-Konzentration.  
 Die Erfassung der Fluoreszenz erfolgte bei einer Wellenlänge von 510 nm.  
Die Intensität der Fluoreszenz des an Ca2+ gebundenen Fura-2 ist bei einer 
Anregungswellenlänge von 340 nm deutlich höher als die Fluoreszenzintensität 
des Ca2+-freien Fluorochroms. Im Gegensatz dazu führt Licht mit einer 
Wellenlänge von 380 nm zu einer signifikant höheren Intensität der emittierten 
Strahlung bei dem Ca2+-freien Farbstoff im Vergleich zum Fura-2, welches an 
Ca2+ gebunden ist.  
 Quelle: Mason 1999 





die Zellen trifft, und beeinflusst auf diese Weise die Intensität (I) des Bildes 
(I=N.A.4/Mag.2). Das Objekt wird zur Fluoreszenz angeregt und die 
Emissionsstrahlung wird zurück durch das Objektiv geleitet. Die langwelligere 
Fluoreszenzstrahlung kann den dichroitischen Spiegel durchdringen, sodass damit 
eine Farbtrennung des einfallenden Lichtes von der emittierten Strahlung erfolgt. 
Anschließend durchstrahlt das Licht zudem einen Emissionsfilter, der zur weiteren 
Isolierung der gewünschten Floureszenzstrahlung dient (Romeis et al. 2010).  
Schließlich gelangt das Fluoreszenzlicht zur Peltier-gekühlten Digitalkamera 
(IMAGO; Till Photonic Inc., Martinsried, Deutschland), welche die Strahlung detektiert 











Abb. 2.3 Vereinfachte Darstellung des Prinzips eines Fluorezenzmikroskops. 
Als Lichtquelle wird in der Regel eine Hochdruckmetalldampflampe (Halogen, 
Xenon) genutzt, um trotz des benötigten Anregungswellenlängenspektrum eine 
hohe Lichtintensität zu erreichen. Durch die Kollimatorlinsen wird das 
gewünschte Anregungslicht herausgefiltert. Danach wird das Licht mit Hilfe des 
dichroitischen Spiegel durch das Objektiv in Richtung des Präparates geleitet. 
Dort wird das Präparat zur Fluoreszenz angeregt. Das emittierte Licht gelangt 
durch das Objektiv zum Teilerspiegel. Aufgrund der größeren Wellenlänge der 
Emissionsstrahlung kann das Fluoreszenzlicht den Spiegel passieren. So wird 














Die Aufzeichnungen der Bilder durch die Kamera werden entweder manuell oder 
durch den zuvor programmierten Rechner (TILLvisION Software, Ausgabe 3.3; Till 
Photonic Inc.) gesteuert. Die native Auflösung beträgt 640x480 Pixel. Die Größe 
eines Pixels entspricht 9,9 µm x 9,9 µm.  
Durch die Senkung der Auflösung auf 160x120 Pixel bei einer 40-fachen 
Vergrößerung wurde das optische Rauschen und die Expositionszeit verringert, 
währenddessen die Aufnahmegeschwindigkeit erhöht wurde. 
 
Zusätzlich zu der Floureszenzmessung ist eine native Betrachtung des Präparates 
mit dem verwendeten Mikroskop möglich. Als Lichtquelle dient dabei eine Wolfram-
Halogenlampe, welche über dem Objekt angebracht ist. 
 
2.2.2 Versuchsaufbau 
Für die Experimente wurden verschiedene Zellen vorbereitet (S. 13 f). Trotz der 
zunächst unterschiedlichen Präparation der verschiedenen Zellarten, waren die 
weiteren Versuchsschritte an dem jeweiligen experimentellen Tag annähernd 
identisch. 
Die HEK293-Zellen wurden zwischen dem zweiten bis sechsten Tag, die murinen 
Progenitorzellen zwischen dem dritten bis fünften Tag zur späteren 
Fluoreszenzmikroskopie zunächst mit dem Fluorochrom Fura-2 (4 µM) versetzt. 
Danach erfolgte eine 60 minütige Ruhephase der Zellen in einem 
lichtundurchlässigen Brutschrank bei 37°C, 10% CO2 und 96% Luftfeuchtigkeit. 
Nach dieser einstündigen Inkubation mit Fura-2 wurden die Zellen durch dreimaliges 
Spülen mit 2 ml extrazellulärer Flüssigkeit (135 mM NaCl, 4,5 mM KCl, 0 mM MgCl2, 
2 mM CaCl2, 1 mM Glucose, 10 mM HEPES, pH auf 7,4 mit NaOH angepasst) von 
dem überschüssigem Farbstoff befreit. Hiernach fand für 30 min bei Raumtemperatur 
eine erneute lichtgeschützte Ruhephase statt. 
Die Calcium-Imaging Experimente wurden in einer Dunkelkammer mit einem 
Fluoreszenzmikroskop durchgeführt. Das Mikroskop besaß ein x40 
Ölimmersionsobjektiv (Blende/I.A. = 1,35) und eine Digitalkamera (IMAGO, Till 
Photonic Inc. Martinsried, Deutschland).  
Das Deckglas mit den Zellkulturen wurde in einen Polykarbonatring, der eine 





angebrachte Vorrichtung des Mikroskops eingesetzt. Die während eines Versuchs 
applizierten Lösungen wurden über eine Polyamid-beschichtete Quarzpipette (ø 200 
µm), die sich in einem Abstand von ca. 300 µm neben den ausgewählten Zellen 
befand, direkt zu den Zellen hinzugegeben. Die Gabe der Substanzen erfolgte bei 
einem kontinuierlichen Druck von 100 mmHg über ein durch den Rechner 
kontrolliertes Applikationssystem (Rapid Drug Application Device, DAD-12 
Superfusion System, ALA, Scientific Instruments Inc., Westbury NY, USA). Um dabei 
den Flüssigkeitsspiegel konstant zu halten und die Extrazellularlösung von den 
applizierten Substanzen zu reinigen, wurde stetig extrazelluläre Flüssigkeit 
gleichzeitig hinzugegeben und entfernt. Über ein externes Pumpsystem erfolgte in 
einem Mindestabstand von 1 mm abseits der ausgewählten Zellen die Zugabe von 
frischer Extrazellularlösung bei einer gleichmäßigen Flussrate von 1,1 ml/min. Die 
Absaugung der überschüssigen und verunreinigten Extrazellulärlösung wurde durch 
eine von oben in die Flüssigkeit eingetauchte Vorrichtung erreicht.  
Vor Beginn der Calcium-Imaging Messung wurde ein Fluoreszenzbild (Anregung bei 
380 nm) erstellt, in dem die fotografierten Zellen als sogenannte „Range of interest“ 
(ROI) markiert wurden. Während eines Experimentes wurden Fluoreszenzwerte 
dieser Bereiche erfasst und mit der Fluoreszenzaktivität des Hintergrundes, welcher 
keine Zellbestandteile enthielt, verrechnet. 
Ein Versuch dauerte in der Regel 65 min. Nach Start eines Experiments erfolgte 
zunächst immer eine Waschphase über 4 min. Die nachfolgenden Waschphasen 
umfassten stets 12 min. Während des Waschens wurden die Zellen im Abstand von 
20 s bei abwechselnder Anregung bei 340 nm und 380 nm fluoreszenzfotografiert. 
Nach den Waschphasen wurde BzATP für 30 s appliziert. Während der Agonisten-
Applikation sowie 10-20 s vor und nach der BzATP-Gabe wurden alle 20 ms Daten 
erhoben (Erregung bei 340 nm und 380 nm).  
Ein Experiment umfasste 5 Gaben mit BzATP. Die ersten beiden Applikationen (t1, t2) 
dienten als Kontrollen. Vor und während der 3. und 4. Agonisten-Gabe (t3, t4) wurde 
die extrazelluläre Flüssigkeit für 12 min, 4 min oder 2 min mit Ionen oder einem 
purinergen Antagonisten bzw. Modulatoren versetzt. Die letzte BzATP-Applikation (t5) 
war eine abermalige Kontrolle. 
Zur Veranschaulichung des Ablaufs eines Experiments wurde ein beispielhaftes 






















2.2.3 Berechnung der Ergebnisse 
Die Inhibition bzw. Modulation durch eine Substanz, die während der 3. und 4. Gabe 
von BzATP (t3, t4) appliziert wurde, bezog sich stets auf den [Ca2+]i-Anstieg nach der 
2. Agonisten-Applikation (t2). 
Desweiteren waren vor den Versuchen, die zur Erfassung der Aktivität des P2X7R 





























Abb. 2.4 Experiment C00114_A (ROI 13), Anreicherung der extrazellulären Lösung 
mit 100 µM und 300 µM Zn2+. 
w1 Waschen mit extrazellulärer Lösung über 4 min (Abstand der Fotoaufnahmen 
20 s) 
t1  Applikation von 300 µM BzATP über 30 s (Abstand der Fotoaufnahmen 20 ms) 
w2 Waschen mit extrazellulärer Lösung über 12 min (Abstand der Fotoaufnahmen 
20 s) 
 t2 Applikation von 300 µM BzATP über 30 s (Abstand der Fotoaufnahmen 20 ms) 
w3 Waschen über 12 min; 8 min mit normal konzentrierter extrazellularer Lösung, 
4 min zusätzlich Gabe von 100µM Zn2+ (Abstand der Fotoaufnahmen 20 s) 
t3  Applikation von 300 µM BzATP und 100 µM Zn2+ über 30 s (Abstand der 
Fotoaufnahmen 20 ms) 
w4 Waschen über 12 min; 8 min mit normal konzentrierter extrazellularer Lösung, 
4 min zusätzlich Gabe von 300 µM Zn2+ (Abstand der Fotoaufnahmen 20 s) 
t4  Applikation von 300 µM BzATP und 300 µM Zn2+ über 30 s (Abstand der 
Fotoaufnahmen 20 ms) 
w5 Waschen mit extrazellulärer Lösung über 12 min (Abstand der Fotoaufnahmen 
20 s) 
 t5  Applikation von 300 µM BzATP über 30 s (Abstand der Fotoaufnahmen 20 ms) 









Zellen und  an den murinen Progenitorzellen erfolgt. Dabei wurden 300 µM BzATP 
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Abb. 2.5 Fünfmalige Applikation des Agonisten BzATP zu den murinen 
Progenitorzellen. 
 300 µM BzATP wurde im 12-minütigen Abstand für 30 s appliziert und führte zu  
einem Anstieg der [Ca2+]i. Es war eine geringfügige Abnahme der agonistischen 
Antwort von Beginn bis Beendigung des Experimentes zu erkennen.  
Der oben dargestellte Graph zeigt repräsentativ die Beobachtungen an den 






Es zeigte sich sowohl an den humanen, als auch an den murinen Zellen eine geringe  
bnahme der agonistischen Antwort von der ersten (t1) bis zur letzten (t5) BzATP-
Gabe. Dieser natürliche „Run down“ wurde bei der Versuchsauswertung 
berücksichtigt, sodass die Inhibition bzw. Modulation der agonistischen [Ca2+]i-
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Die ermittelten Daten werden als Mittelwerte ± Standardfehler angegeben. Die 
Anzahl der Zellen wird als n angegeben. 
Zur Berechnung der statistischen Signifikanz wurde nach Überprüfung einer 
Normalverteilung die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA, engl. analysis of 
variance) verwendet. Dieses Verfahren ist eine Erweiterung des t-Tests, mit dem 
mehrere Stichproben verglichen und ausgewertet werden können. Im Anschluss 
wurde der Holm-Sidak-Test als Post-hoc-Analyse durchgeführt, um die als signifikant 
ermittelten Unterschiede zu verifizieren. 








3.1 Ergebnisse der HEK293-Zellen 
Vorherrschendes Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung der murinen 
Progenitorzellen der SVZ in Bezug auf das Vorhandensein des P2X7R. Die im 
Voraus durchgeführten Experimente an den HEK293-Zellen wurden im Rahmen der 
Forschungsarbeit unter anderem zur Eruierung der typischen Merkmale des 
purinergen Rezeptors P2X7R genutzt. 
Dazu waren die HEK293-Zellen stabil mit einem humanem P2X7R (hP2X7R) 
transfiziert. Weitere Rezeptoren vom P2X-Typ werden von den Zellen nicht 
exprimiert, sodass eine Beeinflussung der P2X7R-Antwort durch andere P2X-
Rezeptoruntereinheiten ausgeschlossen werden konnte.  
Ein Vergleich der Versuchsergebnisse des humanen Rezeptors mit den Reaktionen 
der murinen Zellen erlaubt eine zuverlässigere Beurteilung der P2X7-
Rezeptorantwort, gemessen an der [Ca2+]i, trotz der sich aus den verschiedenen 
Rezeptorarten ergebenen Unterschiede (Donnelly-Roberts et al. 2009). 
 
3.1.1 Optimierung der Messbedingungen 
Zu Beginn der Versuche wurden die experimentellen Bedingungen ermittelt, bei 
denen die mittels Calcium-Imaging erfasste Rezeptorantwort des zu untersuchenden 
P2X7R maximiert werden konnte. Dazu wurden die Reaktionen der humanen Zellen 
zum einen in unterschiedlich konzentrierten Extrazellularlösungen geprüft. 
Desweiteren wurde die Auswirkung unterschiedlicher Applikationszeiten des 
potenten P2X7R-Agonisten BzATP (North und Surprenant 2000) auf die gemessene 
Zellantwort untersucht. 
 
3.1.1.1 Einfluss extrazellulärer Kationen-Konzentrationen 
Der purinerge Rezeptor P2X7R wird von divalenten Ionen in der extrazellulären 
Flüssigkeit gehemmt (Virginio et al. 1997; North und Surprenant 2000). Daher 
wurden in anfänglichen Experimenten die extrazellulären Bedingungen unter 
Verwendung verschiedener Konzentrationen an Mg2+ und Ca2+ untersucht. 
Zunächst wurde die extrazelluläre Mg2+-Konzentration ([Mg2+]e) von anfänglich 1 mM 
auf 0 mM reduziert. Dies führte zu einer signifikant stärkeren Antwort des P2X7-
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Rezeptors um durchschnittlich 134,4%±2,4% (n=111; p<0,05) gemessen an der 
[Ca2+]i-Erhöhung nach Gabe von 300 µM BzATP. Diese starke Beeinflussung der 
Rezeptorantwort durch Mg2+ bestätigte die für den P2X7R bekannte Inhibierung 
durch bivalente Kationen.  
Nach Verringerung der [Ca2+]e von 2 mM auf 0,5 mM wurde der durch BzATP 
bewirkte [Ca2+]i-Anstieg hingegen um 19,7%±2,9% (n=60; p<0,05) gesenkt. 
 
Aufgrund der ermittelten Versuchsergebnisse wurde die [Mg2+]e in den 
nachfolgenden Experimenten auf 0 mM gesenkt, während die Konzentration an Ca2+ 
von 2 mM beibehalten wurde. 
 
3.1.1.2 Einfluss der Applikationszeit des Agonisten 
Der zu untersuchende purinerge Rezeptor P2X7R wird effektiv von BzATP aktiviert 
(North und Surprenant 2000). Die Dauer der Agonisten-Gabe sollte mit Hilfe dieses 
Experimentes optimiert werden. 
Hierfür wurde 300 µM BzATP für 10 s und für 30 s zu den HEK293-Zellen gegeben. 
Dabei konnte eine Erhöhung der [Ca2+]i nach BzATP-Gabe über 30 s im Vergleich zu 
der Gabe über 10 s um 41,1%±3,6% (n=81; p<0,05) bestimmt werden. 
 
Zur Maximierung des Effektes von BzATP am P2X7R wurde demzufolge für die 
weiteren Versuche eine Applikationszeit von 30 s festgelegt. 
 
3.1.2 Darstellung der Eigenschaften des P2X7R 
Der in die HEK293-Zellen stabil transfizierte P2X7R wird bekanntlich von den selektiv 
wirkenden Antagonisten Brilliant Blue G (BBG) (Jiang et al. 2000) und A-438079 
(McGaraughty et al. 2007; Donnelly-Roberts et al. 2009) sowie durch eine Erhöhung 
der extrazellulären Ionen-Konzentration (wie z.B. Protonen) (Virginio et al. 1997; 
North und Surprenant 2000) gehemmt. Im Gegensatz dazu kann der Modulator 
Ivermectin (IVM) die P2X7-Rezeptorantwort potenzieren (Casas-Pruneda et al. 2009).  
Mit Hilfe der folgenden Versuche sollte die Wirkung P2X7R-spezifischer Inhibitoren 
bzw. Modulatoren erfasst werden, um diese später mit den Reaktionen an den 
multipotenten Mauszellen vergleichen zu können.  
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3.1.2.1 Beeinflussung des hP2X7R durch BBG und A-438079 
Anfänglich wurden die Effekte des P2X7R-selektiven Inhibitoren BBG (Jiang et al. 
2000; Donnelly-Roberts et al. 2009) ermittelt. Dazu wurden die Zellen 12 min vor der 
BzATP-Applikation mit 0,3 µM bzw. 3 µM BBG inkubiert. Nach Gabe von 0,3 µM 
BBG (t3) erfolgte keine signifikante Hemmung der [Ca2+]i-Erhöhung (8,2%±1,2%; 
n=44; p>0,05). Im Gegensatz dazu betrug die durch 3 µM BBG (t4) induzierte 
Inhibition des [Ca2+]i-Anstiegs 34,6%±2,8% (n=44; p<0,05) im Vergleich zur 
vorangegangenen Kontrolle ohne Inhibitor-Gabe (t2) (Abb. 3.1). 
 
Der P2X7R-spezifische Antagonist A-438079 (McGaraughty et al. 2007; Donnelly-
Roberts et al. 2009) zeigte eine ähnliche Wirkung. Während die 12 minütige 
Inkubation der Zellen mit 0,3 µM A438079 (t3) keine eindeutige Hemmung der [Ca2+]i-
Steigerung bewirkte (16,6%±3,1%; n=27; p>0,05), führte die Applikation von 3 µM A-
438079 (t4) zu einer signifikanten Reduktion der mittels Calcium-Imaging erfassten 
P2X7R-Antwort im Vergleich zu einer Antagonisten freien BzATP-Applikation (t2) 
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* *
Abb. 3.1 Beeinflussung der Effekte des hP2X7R gemessen an dem durch BzATP 
hervorgerufenen [Ca2+]i-Anstieg nach Applikation von Inhibitoren.  
Die niedrig dosierte Gabe der Antagonisten BBG und A-438079 bewirkten 
keine signifikante Inhibition des agonistischen [Ca2+]i-Anstiegs, während 
dessen sowohl 3 µM BBG als auch 3 µM A438079 zu einer deutlichen 
Hemmung der durch BzATP hervorgerufenen [Ca2+]i-Erhöhung führten. 
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3.1.2.2 Einfluss des pH-Wertes auf den hP2X7R 
Mit Hilfe der nachfolgenden Versuche wurde die Beeinflussung des Rezeptors unter 
Verwendung unterschiedlicher pH-Werte untersucht. 
Eine Erhöhung der Protonenzahl durch eine 2 minütige Senkung des pH-Wertes von 
7,4 (t2) auf 6,4 (t3, t4) bewirkte eine starke Verminderung des durch 300 µM BzATP 
induzierten [Ca2+]i-Anstiegs um 62,5%±4,6% (n=27; p<0,05) (Abb. 3.2).  
Im Gegensatz dazu wurde der messbare Effekt des BzATPs an den humanen Zellen 
durch eine Alkalisierung des pH-Wertes von 7,4 (t2) auf 8,4 (t3, t4) für 2 min um 








3.1.2.3 Beeinflussung des hP2X7R durch IVM 
Als abschließendes Experiment an den HEK293-Zellen wurde die Wirkung des 
Modulatoren IVM auf den purinergen Rezeptor P2X7R überprüft. Um den Effekt des 
IVM an den untersuchten Zellen erkennen zu können, wurde für diesen Versuch die 
































Abb. 3.2 Reaktion des hP2X7R gemessen an der agonistischen [Ca2+]i-Erhöhung 
nach Veränderungen des pH-Wertes.  
Eine Erhöhung der extrazellulären Protonen-Konzentration führte zu einer 
signifikanten Inhibition des durch 300 µM BzATP ausgelösten [Ca2+]i-Anstiegs. 
Eine Alkalisierung des extrazellulären Milieus und die damit verbundene 
Senkung der Protonenzahl bewirkte hingegen eine Verstärkung des 
agonistischen Effektes. 
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Die Applikation des IVM erfolgte 4 min vor der niedrig dosierten Agonisten-Gabe. 
Unter diesen Bedingungen bewirkte der verwendete Modulator eine deutliche 
Potenzierung des [Ca2+]i-Anstiegs. Die durchschnittliche Erhöhung der Rezeptor-
Antwort betrug bei Applikation von 1 µM IVM (t3) 150,8%±29,2% (n=43; p<0,05), bei 
Gabe von 3 µM IVM (t4) 201,2%±51,5% (n=43; p<0,05) im Vergleich zu einer 










































Abb.  3.3 Effekte des IVM auf den P2X7R in HEK-Zellen.  
Zunächst erfolgten 2 Kontrollen mit BzATP in erniedrigter Dosierung (30 µM). 
Im Anschluss wurden die Zellen vor und während einer erneuten Agonisten-
Gabe mit dem Modulatoren IVM über 4 min inkubiert. Zum Abschluss wurde 
abermals eine Kontrolle mit 30 µM BzATP durchgeführt. 
Die für die 43 untersuchten Zellen repräsentativ dargestellte [Ca2+]i in der 
obigen Abbildung zeigt deutlich eine Verstärkung der durch 30 µM BzATP 
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3.2 Ergebnisse der murinen Progenitorzellen der SVZ 
Das zentrale Thema dieser Forschungsarbeit ist der bereits mehrfach erwähnte 
funktionelle Nachweis des purinergen Rezeptors P2X7R an den murinen 
Progenitorzellen der SVZ. Um diese Fragestellung anzugehen, wurden die Zellen 
unter anderem hinsichtlich ihrer Reaktionen auf spezifische Inhibitoren und 
Modulatoren des P2X7R untersucht, die anhand der durch BzATP induzierten 
Veränderungen der [Ca2+]i erfasst werden konnten. 
Darüber hinaus wurde zudem die Expression weiterer purinerger Rezeptoren an den 
zu untersuchenden Zellen mit Hilfe von prototypischen Agonisten, Antagonisten und 
Modulatoren überprüft, um eine mögliche Beeinflussung des mittels BzATP bewirkten 
agonistischen Effektes durch andere Rezeptoren zu erkennen bzw. auszuschließen. 
 
3.2.1 Optimierung der experimentellen Bedingungen  
Zunächst wurden die Versuchsbedingungen, die mit Hilfe der im Voraus 
durchgeführten Experimente an den HEK293-Zellen (S. 28 f.) ermittelt wurden, an 
den murinen Vorläuferzellen überprüft. In diesem Zusammenhang wurden die 
agonistischen Effekte des BzATPs sowohl unter variierenden extrazellulären 
Ionenkonzentrationen (Mg2+, Ca2+), als auch während verschiedener 
Applikationszeiten des Agonisten  miteinander verglichen. 
 
3.2.1.1 Einfluss extrazellulärer Mg2+- und Ca2+-Konzentration 
Es ist bekannt, dass divalente Kationen den purinergen Rezeptor P2X7R in seiner 
Wirkung inhibieren (Virginio et al. 1997; North und Surprenant 2000).  
Zur Untersuchung des Einflusses von Kationen auf die Progenitorzellen wurde 
zunächst die [Mg2+]e von 1 mM auf 0 mM gesenkt. Diese Milieuänderung führte zu 
einen um 22,7%±4,4% (n=93; p<0,05) höheren Anstieg der [Ca2+]i nach BzATP-
Gabe. Anhand der durchgeführten Versuche an den Vorläuferzellen konnte somit 
eine Hemmung des agonistischen Effektes durch Mg2+ in der Extrazellularlösung 
festgestellt werden. 
Im Gegensatz dazu bewirkte jedoch eine Reduktion der [Ca2+]e von 2 mM auf 0,5 mM 
eine Verminderung des [Ca2+]i-Anstieges der murinen Zellen nach Applikation des 
Agonisten um durchschnittlich 42,7%±2,6% (n=347; p<0,05).  
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Unter Berücksichtigung der beschriebenen Ergebnisse wurde analog zu den 
Experimenten an den HEK293-Zellen in den folgenden Versuchen die Höhe der 
[Ca2+]e auf 2 mM festgesetzt bei gleichzeitigem Verzicht auf Mg2+. 
 
3.2.1.2 Bestimmung der Applikationszeit des Agonisten 
Das verzögerte Reaktionsvermögen des purinergen Rezeptors P2X7R (North 2002) 
wurde bereits während der Versuche an den HEK293-Zellen berücksichtigt, in dem 
die Applikationsdauer des BzATPs von 10 s auf 30 s verlängert wurde (S. 29). 
An den Vorläuferzellen der Maus zeigte ein Vergleich der beiden Applikationszeiten 
eine um 21,5%±3,4% (n=340; p<0,05) stärkere Wirkung des Agonisten, nachdem 
dieser 30 s anstatt 10 s appliziert wurde. 
 
Aufgrund dieses Versuchsergebnisses wurde der Agonist BzATP in den folgenden 
Experimenten für 30 s appliziert. 
 
3.2.2 Dosis-Wirkungskurve des Agonisten BzATP 
Der Agonist BzATP ist ein potenter Aktivator nicht nur des P2X7R, sondern auch 
anderer purinerger Rezeptoren wie den P2X1-4R (Jarvis und Khakh 2009) und dem 
P2Y11R (Communi et al. 1999; Abbracchio et al. 2006). Eine Aktivierung der 
genannten Rezeptoren führt unter anderem zu einer Erhöhung der [Ca2+]i, die mit 
Hilfe des Calcium-Imagings quantitativ erfasst werden kann. 
Die folgenden Versuche dienten insbesondere zur Eruierung der durch BzATP 
hervorgerufenen Wirkung an den untersuchten Zellen. Dazu wurde die Höhe des 
gemessenen [Ca2+]i-Anstieges und somit die Stärke des Effektes an den murinen 
Progenitorzellen in Abhängigkeit von der in aufsteigender Reihenfolge applizierten 
Konzentration des Agonisten (3 µM, 10 µM, 30 µM, 100 µM, 300 µM und 1000 µM 
BzATP) untersucht (Abb. 3.4). 
Wie in der in Abb. 3.4 dargestellten Dosis-Wirkungskurve ersichtlich wird, konnte ein 
maximaler Effekt (Emax) des Agonisten von durchschnittlich 1,9±0,1 (n=59) bei einer 
submaximalen Wirkdosis von ca. 300 µM BzATP erzielt werden. Zudem konnte eine 
mittlere Effektivdosis (ED50) von 66,6 µM±9,1 µM BzATP (n=59) bestimmt werden. 
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Darüber hinaus wurde mit Hilfe des Rechensystems „SigmaPlot“ ein Hill-Koeffizient 
von 2,4±0,5 (n=59) ermittelt. Dieser Koeffizient dient der quantitativen Beschreibung 
der Kooperativen Bindung durch den Agonisten. 











Anhand der ermittelten Daten aus diesen anfänglichen Versuchen an den 
multipotenten Mauszellen der SVZ wurde entsprechend der submaximalen Wirkdosis 
eine BzATP-Konzentration von 300 µM für die nachfolgenden Experimente 
festgelegt. 
 
3.2.3 Charakterisierung der murinen Progenitorzellen hinsichtlich P2Y-
Rezeptoren 
Wie bereits eingangs erwähnt, kann die mittels BzATP ausgelöste [Ca2+]i-Erhöhung 
sowohl von diversen P2X-Rezeptoren (Jarvis und Khakh 2009), als auch vom 
P2Y11R (Communi et al. 1999; Abbracchio et al. 2006) herbeigeführt werden. 
Darüber hinaus ist bei der verwendeten Konzentration an BzATP (300 µM) davon 
auszugehen, dass der Agonist nicht mehr selektiv wirkt. Aufgrund der hohen 
Dosierung könnten ebenso weitere purinerge P2Y-Rezeptoren stimuliert werden. Im 
Gegensatz zu den P2X-Rezeptoren, die als zellmembranständige Ionenkanäle 
fungieren, können die Gq/11-Protein-gekoppelten P2Y1,2,4,6,11-Rezeptoren eine 
Abb. 3.4 Dosis-Wirkungskurve von BzATP an den murinen Vorläuferzellen der SVZ. 
Die dargestellte Abbildung zeigt die intrazelluläre Ca2+-Konzentration in 
Abhängigkeit von der Dosierung des applizierten Agonisten BzATP (3 µM, 10 
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Steigerung der [Ca2+]i durch die Entleerung zytosolischer Ca2+-Speicher bewirken 
(North und Surprenant 2000; Abbracchio et al. 2006). Damit ist die Wirkung der P2Y-
Rezeptoren nicht primär von dem extrazellulären Milieu abhängig, während hingegen 
der durch P2X-Rezeptoren hervorgerufene [Ca2+]i-Anstieg erheblich von der Höhe 
dieser divalenten Kationen, die sich außerhalb der Zellen befinden, beeinflusst wird. 
Dieser charakteristische Unterschied zwischen den beiden purinergen Rezeptor-
Gruppen wurde genutzt, um das Vorhandensein von P2Y-Rezeptoren an den 
Vorläuferzellen der SVZ zu überprüfen. Dafür wurden die Zellen nach einer 
Inkubationszeit von 4 min in Ca2+-freiem Medium (0 mM Ca2++1 mM EDTA) mit 
anschließender Zugabe von 300 µM BzATP untersucht.  
Sowohl während der ersten, als auch während der zweiten BzATP-Gabe in Ca2+-
freiem Milieu war der zuvor beobachtete Effekt des Agonisten an den untersuchten 
Vorläuferzellen fast vollständig verschwunden. 
Der [Ca2+]i-Anstieg war im Vergleich zu der vorangegangenen Kontrolle (t2) während 
der ersten Applikation des Agonisten in Ca2+-freier Extrazellularlösung (t3) um 
96,3%±1,0% (n=32; p<0,05) vermindert. Bei erneuter Zugabe von 300 µM BzATP 
unter diesen speziellen experimentellen Bedingungen (t4) betrug die Verminderung 
der [Ca2+]i-Erhöhung 98,8%±0,4% (n=32; p<0,05) im Vergleich zu dem 


















3.2.4 Wirkung des unselektiven Inhibitors PPADS 
Mit Hilfe des  nun folgenden Experimentes sollte zunächst eine unspezifische 
Antagonisierung verschiedener purinerger Rezeptoren untersucht werden. Der dafür 
verwendete Inhibitor PPADS besitzt unter anderem die Fähigkeit, die durch BzATP 
aktivierbaren P2X-Rezeptoruntereinheiten P2X1,2,3,7R in ihrer Wirkung effektiv zu 
hemmen, während dessen der P2X4R nicht durch die in den Versuchen maximal 
genutzte Inhibitor-Konzentration von 30 µM beeinflusst wird (Jarvis und Khakh 2009). 
Zudem werden die P2Y1,2,4,6,12,13-Rezeptoren von PPADS antagonisiert (Abbracchio 
et al. 2006).  
Die Zellen wurden vor der BzATP-Applikation mit 3 µM (t3) oder 30 µM PPADS (t4) 
für 12 min inkubiert. Zusätzlich wurden die Zellen zur Kontrolle lediglich mit BzATP 
behandelt (t2). Wie in Abb. 3.6 dargestellt, war der Ca2+-Anstieg in mit 3 µM PPADS 
behandelten Zellen (t3) im Vergleich zur Antagonisten freien BzATP-Gabe (t2) nicht 
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Abb. 3.5 Abhängigkeit der durch 300 µM BzATP induzierten Erhöhung der [Ca2+]i in 
den Mauszellen der SVZ von der [Ca2+]e.  
Nach 2 Kontrollen mit 300 µM BzATP wurden die Ca2+-Ionen für je 4 min vor, 
während und 2 min nach einer erneuten Agonisten-Gabe aus der 
extrazellulären Lösung entfernt. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt. Zum 
Abschluss wurde eine abermalige Kontrolle in extrazellulärer Lösung mit einer 
[Ca2+]e von 2 mM durchgeführt. 
Die deutlich erkennbare agonistische Wirkung konnte in Ca2+-freiem Milieu nicht 
erreicht werden. Diese Beobachtung ist durch den oben gezeigten Ionen-Strom 
repräsentativ für die insgesamt 32 untersuchten Zellen dargestellt. 
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min andauernde Applikation von 30 µM PPADS (t4) konnte hingegen eine eindeutige 









3.2.5 Charakterisierung der murinen Progenitorzellen bezüglich des P2X7R 
Die durch den P2X7R erzeugte Erhöhung der [Ca2+]i kann mittels der spezifischen 
Antagonisten BBG (Jiang et al. 2000) und A-438079 (McGaraughty et al. 2007; 
Donnelly-Roberts et al. 2009) selektiv gehemmt werden. Außerdem ist bekannt, dass 
verschiedene Ionen (u.a. Zn2+ und Protonen) ebenfalls zu einer Hemmung dieses 
purinergen Rezeptors führen können (Virginio et al. 1997; Jarvis und Khakh 2009; 
North und Surprenant 2000). 
Ferner ist eine Potenzierung der agonistischen Wirkung durch den Modulatoren IVM 
möglich (Casas-Pruneda et al. 2009), wie bereits an dem hP2X7R in HEK293-Zellen 
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Abb. 3.6 Antagonisierung der durch 300 µM BzATP ausgelösten [Ca2+]i-Erhöhung 
der Progenitorzellen der murinen SVZ mittels PPADS. 
Nach 2 anfänglichen Kontrollen mit BzATP wurden zuerst 3 µM, anschließend 
30 µM PPADS über 12 min vor und während der erneuten Gabe des Agonisten 
appliziert. Zum Abschluss erfolgte nochmals eine Kontrolle mit 300 µM BzATP. 
Die Inkubation der Zellen mit dem Inhibitor führte in niedriger Dosierung (3 µM) 
zu keiner signifikanten Veränderung, während dessen eine Konzentration von 30 
µM eine deutlichen Senkung der durch BzATP hervorgerufenen [Ca2+]i-Zunahme 
an den 70 untersuchten Progenitorzellen der Maus bewirkte, wie anhand des 
oben repräsentativ dargestellten Graphen gezeigt wird. 
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Diese typischen Eigenschaften des purinergen Rezeptors wurden in den 
kommenden Experimenten genutzt, um eine mögliche Expression des P2X7R an den 
Vorläuferzellen der murinen SVZ nachzuweisen. 
 
3.2.5.1 Einfluss der P2X7R-selektiven Antagonisten BBG und A-438079 
Zunächst wurde die Reaktion der Zellen auf den Inhibitor BBG (Jiang et al. 2000), 
(Donnelly-Roberts et al. 2009) überprüft. In diesem Zusammenhang wurden 0,3 µM 
und 3 µM BBG für 12 min vor der jeweiligen Agonisten-Gabe appliziert. 
Wie in Abb. 3.7 sichtbar wird, führte die Inkubation der Progenitorzellen mit 0,3 µM 
BBG (t3) im Vergleich zur Kontrolle (t2) zu einer insignifikanten Potenzierung des 
[Ca2+]i-Anstiegs um durchschnittlich 13,0%±1,1% (n=87; p>0,05). 
Im Gegensatz dazu konnte eine deutliche Hemmung des mittels Calcium-Imagings 
gemessenen [Ca2+]i-Anstiegs um 44,5%±1,9% (n=87; p<0,05) nach Gabe von 3 µM 
BBG (t4) im Vergleich zu der Antagonisten freien Applikation von 300 µM BzATP (t2) 
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Abb. 3.7 Wirkung auf die intrazelluläre Ca2+-Konzentration in den Vorläuferzellen der 
SVZ der Maus nach 300 µM BzATP-Gabe mit und ohne vorheriger 12 
minütiger Inkubation mit BBG.  
Nach zweifacher Applikation von BzATP wurde zunächst 0,3 µM, anschließend 3 
µM BBG für 12 min vor und während der jeweiligen BzATP-Applikation 
zugegeben. Abschließend erfolgte eine erneute Kontrolle mit dem Agonisten.  
Die Inkubation mit 0,3 µM BBG führte an den 87 Progenitorzellen der Maus zu 
einer geringen Steigerung der durch BzATP induzierten [Ca2+]i-Erhöhung, die 
Gabe von 3 µM BBG hingegen bewirkte eine starke Inhibition des durch BzATP 
hervorgerufenen Effektes. 
Repräsentativ ist das Verhalten einer Zelle von insgesamt 87 untersuchten 
Vorläuferzellen der murinen SVZ dargestellt. 
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Im Folgenden sollte die Hemmung des agonistischen Effekts von BBG durch einen 
weiteren P2X7R-spezifischen Antagonisten (A-438079) (McGaraughty et al. 2007; 
Donnelly-Roberts et al. 2009) validiert werden. Dafür wurden die murinen 
Vorläuferzellen für 12 min mit 0,3 µM  A-438079 (t3) inkubiert und anschließend mit 
BzATP behandelt. Der hervorgerufene Anstieg der [Ca2+]i zeigte im Vergleich zu 
einer alleinigen Agonisten-Gabe (t2) eine geringfügige Reduktion nach einer 
Inkubation von 0,3 µM A-438079 (t3) um 11,4%±1,7% (n=42; p>0,05).  Danach wurde 
3 µM A-438079 (t4) ebenfalls für 12 min appliziert. Dies führte zu einer signifikanten 
Verminderung des intrazellulären Ca2+-Anstiegs um 58,3%±1,6% (n=42; p<0,05), 
(Abb. 3.8). 
 








3.2.5.2 Beeinflussung der murinen Progenitorzellen durch Zn2+ und Protonen 
In den folgenden Experimenten sollte mit einer Veränderung der extrazellulären 
Ionenkonzentration  das Vorhandensein des
0,0
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Abb. 3.8 
-Erhöhung. Die hoch dosierte Antagonisten-Applikation (3 µM) führte 
hingegen an den 42 untersuchten Zellen zu einer deutlichen Verringerung des 
[Ca2+]i-Anstiegs, wie in dem oben dargestellten Graphen repräsentativ gezeigt 
Wirkung von A-438079 auf die Mauszellen der SVZ im Vergleich zu einer 
alleinigen Applikation von BzATP auf die Zellen. 
Nach 2 anfänglichen Kontrollen wurden 0,3 µM bzw. 3 µM A-438079 über 12 
min vor und während den beiden erneuten Agonisten-Gabe appliziert. Die letzte 
BzATP-Gabe erfolgte wieder ohne Applikation des Inhibitors. 
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zusätzlich validiert werden. In diesem Zusammenhang wurde zunächst die Reaktion 
der Zellen nach Zugabe von Zn2+ überprüft. 
Zn2+ erzeugen an den P2X2- und P2X4-Rezeptoren bekanntlich eine Wirksteigerung 
(North und Surprenant 2000). Im Gegensatz dazu wird die purinerge 
p<0,05), als auch durch 300 µM [Zn2+]e (t4) 
(87,0%±1,8%; n=40; p<0,05) im Vergleich zu einer Zn2+-freien extrazellulären Lösung 
(t2) beobachtet werden (Abb. 3.9). 
Rezeptoruntereinheit P2X7R durch eine Gabe von Zn2+ in ihrer Wirkung inhibiert 
(Virginio et al. 1997). 
Zur Erfassung der Wirkung der Zn2+ auf die murinen Progenitorzellen wurde die 
extrazelluläre Lösung 4 min vor der jeweiligen Agonisten-Gabe mit diesen divalenten 
Ionen angereichert. Die extrazelluläre Lösung enthielt 100 µM bzw. 300 µM Zn2+ und 
die Zellen wurden nach 4 min mit 300 µM BzATP stimuliert. Hierbei konnte eine 
Hemmung der durch BzATP hervorgerufenen [Ca2+]i-Erhöhung sowohl durch 100 µM 
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Abb. 3.9 Einfluss der [Zn2+]e auf den durch BzATP hervorgerufenen [Ca2+]i-Anstieg 
an den murinen Progenitorzellen der SVZ.  
Zunächst erfolgten 2 Kontrollen mit 300 µM BzATP. Nachfolgend wurden die 
rkennen, dass der durch BzATP bewirkte 
2+
Zellen vor und während einer erneuten Gabe des Agonisten über 4 min in einer 
mit Zn2+ angereicherten extrazellulären Lösung inkubiert. Zum Abschluss 
wurde eine abermalige Kontrolle mit BzATP durchgeführt. 
In diesen Experimenten war zu e
Effekt durch extrazelluläres Zn  signifikant vermindert werden konnte. 
Repräsentativ dargestellt ist der Verlauf der [Ca2+]i-Veränderungen in einer von 
insgesamt 40 untersuchten Zellen. 
ERGEBNISSE 
Ergebnisse der murinen Progenitorzellen der SVZ     
 
42   
Neben Zn2+ können ebenso Protonen zu einer Inhibierung des agonistischen Effektes 
des P2X7R führen (Virginio et al. 1997). Infolge dessen wurde die Reaktion der 
zu einer extrazellulären Lösung mit einem physiologischen pH-
Wert von 7,4 (t2) die [Ca2+]i-Erhöhung um 28,5%±3,6% (n=88; p<0,05) gesteigert 
werden (Abb. 3.10). 
 
rt (Jarvis und Khakh 2009). Darüber 
Vorläuferzellen untersucht, nachdem der pH-Wert für 2 min vor Zugabe von 300 µM 
BzATP von 7,4 (t2) auf 6,4 (t3, t4) gesenkt wurde. 
Wie in Abb. 3.10 dargestellt, bewirkte die Erniedrigung des pH-Wertes und die damit 
verbundene Erhöhung der extrazellulären H+-Konzentration ([H+]e) eine signifikante 
Verminderung des durch BzATP ausgelösten [Ca2+]i-Anstiegs um 64,3%±1,8% 
(n=95; p<0,05). Außerdem wurde der pH-Wert für 2 min durch Zugabe von 
Natriumhydroxid (NaOH) auf 8,4 (t3, t4) erhöht. Nach Zugabe von BzATP konnte 






3.2.5.3 Einfluss des Modulators IVM  
Es ist bekannt, dass die modulatorische Substanz IVM zu einer Potenzierung des 
durch P2X4R verursachten [Ca2+]i-Anstiegs füh
hinaus zeigen neue Resultate eine ähnliche Wirksamkeit des IVM gegenüber dem 


































kung des pH-Wertes die agonistische Reaktion nach BzATP-
teigerten [Ca2+]i-Erhöhung nach Applikation 
des Agonisten.  
 Experimente als Mittelwerte ± 
<0,001. 
Einfluss des pH-Wertes auf die von 300 µM BzATP induzierte Reaktion der 
murinen Vorläuferzellen der SVZ. 
Während die Sen
Gabe an den untersuchten Zellen hemmte, führte eine Alkalisierung der 
extrazellulären Lösung zu einer ges
Dargestellt sind die Ergebnisse der
Standardfehler. N=88-95. *p
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Die untersuchten Progenitorzellen wurden für 4 min mit 1 µM bzw. 3 µM IVM 
inkubiert und anschließend mit 300 µM bzw. 30 µM BzATP stimuliert. Während die 
Wirkung des IVM auf die durch 300 µM BzATP angeregten Zellen äußerst gering 
M (t4) bewirkte sogar eine 
Potenzierung um durchschnittlich 192,0%±63,1% (n=61; p<0,05) im Vergleich zu 
einer BzATP-Gabe ohne den Modulator (t2) (Abb. 3.11). 
 
eptoren, die ebenfalls durch 300 µM 
war, konnte mit 30 µM BzATP eine deutliche Steigerung der [Ca2+]i-Zunahme 
beobachtet werden (Abb. 3.11). 
Bei Gabe von 1 µM IVM (t3) wurde der Effekt des niedrig dosierten BzATPs im 
Vergleich zu einer alleinigen Agonisten-Gabe (t2) um durchschnittlich 151,5%±55,7% 






3.2.6 Weitere P2X-Rezeptoren in murinen Progenitorzellen 
Aufgrund der bereits durchgeführten Experimente bestand die Annahme, dass der 
P2X7R an den multipotenten Zellen der murinen SVZ aktiv war (S. 38 ff.). Mit Hilfe 
der folgenden Versuche sollte eine Beeinflussung der mittels BzATP bewirkten 
[Ca2+]i-Zunahme durch weitere purinerge Rez
BzATP aktiviert werden könnten, untersucht werden (Jarvis und Khakh 2009; 






























urch 300 µM 
[Ca2+]i-Erhöhung durch eine 4 minütige Gabe von IVM (1µM, 3 µM) deutlich 
. N=61-63. *p<0,001.  
Einfluss der BzATP-Konzentration auf die Wirkung des IVM an den 
Progenitorzellen der murinen SVZ.  
Während weder 1 µM noch 3 µM IVM eine Wirkung auf die d
BzATP stimulierten Zellen ausübt, wird die durch 30 µM BzATP hervorgerufene 
verstärkt im Vergleich zu einer alleinigen Agonisten-Applikation.  
Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen
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Zu diesen BzATP sensiblen Rezeptoren gehören u.a. die P2X1-4R sowie die 
heteromeren Rezeptoren P2X1/2- und P2X2/3-R (Jarvis und Khakh 2009). Die Aktivität 
dieser Rezeptoren an den murinen Vorläuferzellen sollte unter Verwendung 
pezifischer Agonisten (α,β-meATP) (North und Surprenant 2000) und Antagonisten 
8), NF449 (Jarvis und Khakh 2009)) experimentell 
nd 10 µM appliziert. In der gewählten Dosierung können 
eder eine Inkubation der Zellen mit 1 µM (t3) 
(2,9%±1,2%; n=41; p>0,05), noch mit 10 µM TNP-ATP (t4) (2,5%±1,6%; n=41; 
p>0,05) eine signifikante Hemmung im Vergleich zu einer Antagonisten freien 




(TNP-ATP (Virginio et al. 199
geprüft werden. 
 
3.2.6.1 Einfluss von TNP-ATP 
Der Inhibitor TNP-ATP wurde in den durchgeführten Versuchen für 4 min mit einer 
Konzentration von 1 µM u
die purinergen Rezeptoren P2X1-3R und P2X2/3R in ihrer Wirkung effektiv inhibiert 
werden, während der P2X7R von dieser Antagonisten-Konzentration nicht beeinflusst 
wird (Virginio et al. 1998). 
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Abb. 3.12  
abermals eine alleinige 
Gabe des Agonisten. Der verwendete Antagonist übte keinen signifikanten 
Effekt auf die [Ca2+]i aus. 
Dargestellt ist ein repräsentativer Graph des Ca2+-Einstroms in eine Zelle 
Beeinflussung der murinen Vorläuferzellen der SVZ durch TNP-ATP 
gemessen an der Veränderung des durch 300 µM BzATP bewirkten [Ca2+]i-
Anstiegs.  
Nach 2 anfänglichen Kontrollen mit BzATP wurden die Zellen 4 min vor der 
erneuten Agonisten-Applikation zunächst mit 1 µM TNP-ATP, anschließend mit 
10 µM TNP-ATP inkubiert. Zum Abschluss erfolgte 
(n=41).
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3.2.6.2 Wirkung des P2X1R-spezifischen Antagonisten NF449 
Der im nachfolgenden Versuch verwendete Inhibitor NF449 ist ein selektiver 
ufenen 
[Ca2+]i-Erhöhung im Vergleich zu einer Antagonisten-freien BzATP-Gabe (t2). 
Antagonist für den purinergen Rezeptor P2X1R (Jarvis und Khakh 2009). 
Zur Untersuchung, ob dieser Rezeptor auch an den multipotenten Zellen der murinen 
SVZ aktiv ist, wurden die Zellen für 4 min mit 0,3 µM (t3) bzw. 3 µM (t4) NF449 
inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Stimulierung der Zellen mit 300 µM BzATP. 
Hierbei konnte keine hemmende Wirkung des NF449 auf den intrazellulären Ca2+-
Anstieg nachgewiesen werden (Abb. 3.13). Stattdessen bewirkte die Inkubation der 
Zellen mit 0,3 µM (t3) (9,0%±1,4%; n=40, p>0,05) und 3 µM NF449 (t4) (9,5%±1,4%; 
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Abb. 3.13 
den die Zellen 4 min mit 0,3 
gig potenziert. Diese an insgesamt 40 Stammzellen beobachtete 
insignifikante Veränderung spiegelt sich in dem oben dargestellten Graphen 
wider.  
Wirkung des P2X1R selektiven Inhibitors NF449 auf die durch 300 µM 
BzATP hervorgerufenen [Ca2+]i-Erhöhung der Mauszellen der SVZ. 
Zunächst erfolgten 2 Kontrollen mit 300 µM BzATP. Vor und während der 
beiden folgenden Applikationen des Agonisten wur
µM bzw. 3 µM NF449 inkubiert. Die letzte Agonisten-Gabe wurde als Kontrolle 
nochmals ohne den Antagonisten appliziert. 
Im Vergleich zu einer alleinigen BzATP-Gabe wurde die durch BzATP 
induzierte [Ca2+]i-Erhöhung nach Applikation von 0,3 µM und 3 µM NF449 
geringfü
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3.2.6.3 Wirkung des Agonisten α,β-meATP auf die Progenitorzellen der murinen SVZ 
Die purinergen Rezeptoruntereinheiten P2X1,3 und die Heteromere P2X1/2 und P2X2/3 
können durch geringe Konzentrationen an α,β-meATP (bis 30 µM) aktiviert werden 
urinergen Rezeptoren, die mittels α,β-meATP 
0 s auf 5 s verkürzt. Die Zeit zum 
lgte in aufsteigender Reihenfolge der 
 SVZ allerdings keine 
signifikante Veränderung der gemessenen [Ca2+]i (Abb. 3.14). 
 
 
(Jarvis und Khakh 2009; North und Surprenant 2000). 
Vor Beginn der Experimente mit α,β-meATP als Agonisten wurden Veränderungen 
der experimentellen Bedingungen vorgenommen. Grund für die speziellen 
Modifikationen war die Anpassung der Versuchsbedingungen an den nun 
verwendeten Agonisten bzw. an die p
aktiviert werden sollten (North 2002). 
So wurde die Applikationszeit des Agonisten aufgrund der schnellen Desensitisation 
der beiden Rezeptoruntereinheiten (P2X1,3R) von 3
Auswaschen der Substanz wurde nicht verändert. 
Die Applikation des Agonisten erfo
Konzentrationen (3 µM, 10 µM, 30 µM).  
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e mit einer Konzentration von 3, 10 und 30 µM in aufsteigender 
Der Graph zeigt repräsentativ das Ergebnis der 55 untersuchten 
Progenitorzellen. 
Reihenfolge appliziert, ohne dass dadurch eine deutliche Erhöhung der [Ca2+]i 
bewirkt wurde.  
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3.3 Untersuchungen an P2X7R-defizienten Progenitorzellen der SVZ 
Anhand der Versuchsergebnisse an den murinen Vorläuferzellen konnte bereits die 
Rezeptoraktivität der P2X7-Untereinheit experimentell nachgewiesen werden. Mit den 
nun folgenden Experimenten an Zellen, die defizient für diesen Rezeptor waren 
(P2X7R-/-), sollten darüber hinaus die Veränderungen untersucht werden, die 
aufgrund der Inaktivierung des Rezeptors an den murinen Zellen verursacht wurden.  
 
3.3.1 Dosis-Wirkungskurve des Agonisten BzATP 
Zu Beginn der Arbeit an den P2X7R-/--Zellen wurde deren Reaktion auf den in den 
Experimenten genutzten Agonisten BzATP untersucht. Dazu wurden ähnlich den 
Versuchen mit den Progenitorzellen der Wildtyp-Maus verschiedene Konzentrationen 
des Agonisten (3 µM, 10 µM, 30 µM, 100µM, 300 µM) für 30 s appliziert (Abb. 3.15). 














Mit steigender Konzentration an BzATP konnte ein Anstieg der zytosolischen Ca2+-
Konzentration mit einem Emax von durchschnittlich 0,4±0,0 (n=60) bestimmt werden.  
Desweiteren wurde eine ED50 von 6,5 µM±0,5 µM (n=60) und ein Hill-Koeffizient von 














Abb. 3.15 Dosis-Wirkungskurven von BzATP an den Progenitorzellen der Wildtyp-
Maus und P2X7R-/--Maus. 
 Dargestellt ist die Abhängigkeit der agonistischen Wirkung gemessen an der 
[Ca2+]i-Änderung von der BzATP-Konzentration.  
  Der maximale Effekt des Agonisten ist an den Zellen der Wildtyp-Maus mit 1,9 
signifikant größer als an den P2X7R-/--Vorläuferzellen mit 0,4. 
N=59-60. 
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3.3.2 Einfluss von IVM auf murine P2X7R-/--Zellen 
Der Modulator IVM kann sowohl am P2X7R, als auch am P2X4R eine Wirksteigerung 
erzeugen (Casas-Pruneda et al. 2009), die mittels Calcium-Imaging erfasst werden 
kann. 
Im folgenden Experiment sollte die Beeinflussung des agonistischen Effektes durch 
den purinergen Rezeptor P2X4R untersucht werden. Dazu wurde die Agonisten-
Konzentration zunächst von 300 µM auf 30 µM gesenkt entsprechend den 
vorangegangenen Versuchen an den Vorläuferzellen der Wildtyp-Maus (S. 42 f.). Die 
Inkubation der untersuchten Zellen mit 1 µM bzw. 3 µM IVM erfolgte für 4 min vor der 
Applikation des niedrig dosierten Agonisten BzATP. 
Der durch 30 µM BzATP hervorgerufene Anstieg der zytosolischen Ca2+-
Konzentration zeigte nach Inkubation der Zellen mit 1 µM IVM (t3) keine signifikante 
Zunahme (2,8%±2,7%; n=24; p>0,05) im Vergleich zu einer alleinigen Agonisten-
Applikation (t2). Die Gabe von 3 µM des Modulatoren (t4) verursachte eine 
geringfügige Senkung der agonistischen [Ca2+]i-Erhöhung um 9,7%±2,9% (n=24; 
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Abb. 3.16 Beeinflussung des von 30 µM BzATP ausgelösten [Ca2+]i-Anstiegs der 
P2X7R-/--Vorläuferzellen der SVZ durch Applikation des Modulatoren IVM. 
 Zunächst erfolgten 2 anfängliche Kontrollen mit 30 µM BzATP. Vor und 
während den erneuten Agonisten-Applikationen wurden die Zellen für jeweils 4 
min mit zunächst 1 µM, anschließend mit 3 µM IVM inkubiert. Zum Abschluss 
wurde eine weitere Kontrolle mit dem niedrig dosierten Agonisten BzATP 
durchgeführt. 
 Sowohl 1 µM, als auch 3 µM IVM zeigten keine signifikanten Veränderungen 
der [Ca2+]i an den 28 untersuchten Zellen, wie an der repräsentativen Abbildung 
zu erkennen ist. 
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3.3.3 Überprüfung der P2Y-Rezeptoraktivität an den P2X7R-/--Zellen 
Mit Hilfe der folgenden Versuche sollte die funktionelle Aktivität der P2Y-Rezeptoren 
an den Progenitorzellen der SVZ nach Inaktivierung des P2X7R ermittelt werden. 
Dies wurde zunächst durch Entfernung der Ca2+-Ionen aus der extrazellulären 
Lösung sowie mittels zusätzlicher Applikation von 2 verschiedenen P2Y-Inhibitoren 
untersucht (PPADS, MRS2179) (Abbracchio et al. 2006). 
 
3.3.3.1 Einfluss der extrazellulären Ca2+-Konzentration auf die P2X7R-/--Zellen der 
SVZ 
P2X-Rezeptoren unterscheiden sich von den purinergen Rezeptoren der P2Y-
Gruppe darin, auf welche Weise sie die Konzentration an zytosolischen Kationen 
steigern. Während P2X-Rezeptoren nach ihrer Aktivierung durch den Einstrom 
extrazellulärer Ionen zu einer Erhöhung der [Ca2+]i führen können (North und 
Surprenant 2000), erzeugen die Gq/11-Protein gekoppelten P2Y1,2,4,6,11-Rezeptoren 
diesen [Ca2+]i-Anstieg infolge der Öffnung zellulärer Ca2+-Speicher (Abbracchio et al. 
2006). Somit wirken sich Veränderungen in der Konzentrationshöhe der 
extrazellulären Ca2+-Ionen stark auf den durch P2X-Rezeptoren hervorgerufenen 
[Ca2+]i-Anstieg der Zellen aus. Im Gegensatz dazu wird der Effekt der Rezeptoren 
der P2Y-Gruppe kaum von der extrazellulären Konzentration an diesen Kationen 
beeinflusst. 
Aus diesem Grund wurde zur Untersuchung der P2Y-Rezeptoraktivität die Reaktion 
der untersuchten Zellen auf 300 µM BzATP in Ca2+-freier Extrazellularlösung 
überprüft. Dazu wurden Ca2+ für 4 min vor der BzATP-Applikation aus der 
extrazellulären Flüssigkeit entfernt (0 mM Ca2+ + 1 mM EDTA). 
In Ca2+-freier Lösung konnte ein signifikant verminderter Anstieg der intrazellulären 
Ca2+-Konzentration nach BzATP-Zugabe (t3) um 32,7%±1,8% (n=68; p<0,05) im 
Vergleich zu Ca2+-haltiger Lösung (2 mM) (t2) beobachtet werden. Die wiederholte 
Gabe von 300 µM BzATP in Ca2+-freiem Medium (t4) führte im Vergleich zur 
Applikation des Agonisten während einer [Ca2+]e von 2 mM (t2) zu einer deutlichen 
Reduktion des [Ca2+]i-Anstiegs um 43,6%±2,1% (n=68; p<0,05), (Abb. 3.17). 
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3.3.3.2 Wirkung von PPADS auf P2X7R-/--Zellen in Ca2+-freier Extrazellulärlösung 
Der unselektive Inhibitor PPADS hemmt sowohl P2X- (Jarvis und Khakh 2009) als 
auch P2Y-Rezeptoren (Abbracchio et al. 2006). Das nun folgende Experiment diente 
zur weiteren Untersuchung der purinergen Rezeptoren der P2Y-Gruppe nach 
Entfernung der Ca2+ aus der extrazellulären Flüssigkeit und zusätzlicher PPADS-
Applikation.  
Dazu wurde analog zu dem vorigen Versuch die [Ca2+]e 4 min vor den BzATP-
Applikationen (t3, t4) von 2 mM auf 0 mM gesenkt (0 mM Ca2++1 mM EDTA). 
Zusätzlich zu der Ca2+-freien Extrazellularlösung wurde ebenfalls 4 min vor einer der 
beiden Agonisten-Gaben (t4) 30 µM PPADS appliziert. 
Die Zugabe von 300 µM BzATP in Ca2+-freier Lösung (t3) führte zu einer Reduktion 
des [Ca2+]i-Anstieges um durchschnittlich 30,7%±1,3% (n=63; p<0,05) im Vergleich 
zu einer Agonisten-Applikation bei einer [Ca2+]e von 2 mM (t2). Die zusätzliche Gabe 
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Abb. 4.17 Beeinflussung der Reaktion der P2X7R-/--Zellen auf 300 µM BzATP durch die 
Höhe der [Ca2+]e. 
 Nach 2 Kontrollen unter den standardisierten extrazellulären Bedingungen wurde 
die [Ca2+]e 4 min vor, während und 2 min nach den beiden erneuten BzATP-
Gaben von 2 mM auf 0 mM gesenkt. Die letzte Agonisten-Gabe erfolgte wieder 
bei einer [Ca2+]e von 2 mM. 
  Die agonistische [Ca2+]i-Erhöhung war in Ca2+-freiem Milieu vermindert. Dieses 
Ergebnis ist repräsentativ im oben dargestellten Graph gezeigt. Es wurden 
insgesamt 68 Zellen untersucht. 
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darüber hinaus um insgesamt 88,1%±1,8% (n=63; p<0,05)  im Vergleich zu einer 











3.3.3.3 Einfluss von MRS2179 in Ca2+-freier extrazellulärer Lösung 
Die Wirkung der purinergen Rezeptoruntereinheit P2Y1 kann effektiv von dem 
Inhibitor MRS2179 gehemmt werden (Abbracchio et al. 2006). Demzufolge wurde 
diese Substanz zur Untersuchung des P2Y1R an den P2X7-defizienten 
Progenitorzellen der murinen SVZ genutzt. 
In den dafür durchgeführten Versuchen erfolgte die Applikation von 300 µM BzATP 
sechsmal, während die weiteren experimentellen Bedingungen beibehalten wurden. 










































Abb. 3.18 Inhibition der P2X7R-/--Zellen durch Applikation von PPADS in Ca2+-freiem 
Milieu. 
 Zunächst wurden 2 Kontrollen mit 300 µM BzATP durchgeführt. Die beiden 
folgenden Agonisten-Applikationen erfolgten 4 min nach Entfernung der Ca2+-
Ionen aus der extrazellulären Flüssigkeit. Außerdem wurde für 4 min vor der 
zweiten Gabe von BzATP in Ca2+-freiem Medium 30 µM PPADS appliziert. 
Abschließend wurde eine erneute Kontrolle mit 300 µM BzATP in Ca2+-haltigem 
Medium durchgeführt. 
Die Entfernung von Ca2+ aus der extrazellulären Lösung bewirkte zunächst eine 
Hemmung des durch BzATP induzierten [Ca2+]i-Anstiegs. Eine Steigerung der 
Inhibition des agonistischen Effektes erfolgte durch die zusätzliche Gabe von 30 
µM PPADS. Im Graph ist repräsentativ die Reaktion einer von insgesamt 63 
untersuchten P2X7R-/--Zellen dargestellt. 
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Zudem wurden zunächst 3 µM (t4), anschließend 30 µM MRS2179 (t5) für 4 min vor 
der Agonisten-Gabe appliziert. 
Die Entfernung von Ca2+ aus der extrazellulären Lösung (t3) bewirkte eine Hemmung 
des durch BzATP hervorgerufenen [Ca2+]i-Anstiegs um 39,0%±1,7% (n=35; p<0,05) 
im Vergleich zur Applikation des Agonisten bei einer [Ca2+]e von 2 mM (t4). 
Desweiteren betrug die Verminderung der agonistischen Wirkung nach der 4 
minütigen Gabe von 3 µM MRS2179 bei gleichzeitiger Senkung der [Ca2+]e auf 0 mM 
für ebenfalls 4 min (t4) durchschnittlich 58,2%±1,9% (n=35; p<0,05) im Vergleich zur 
Kontrolle (t2). Eine ähnliche Reaktion war bei Zugabe von 30 µM MRS2179 zu 
erkennen. Die [Ca2+]i-Erhöhung nach Applikation von 300 µM BzATP wurde in Ca2+-
freier Lösung bei gleichzeitiger Applikation von 30 µM MRS2179 (t5) um 66,1%±2,0% 
(n=35; p<0,05) im Vergleich zur Inhibitor-freien Applikation bei einer [Ca2+]e von 2 
























































Abb. 3.19 Einfluss des Inhibitors MRS2179 in Kombination mit einer gesenkten 
[Ca2+]e von 0 mM auf den [Ca2+]i-Anstieg der P2X7R-/--Progenitorzellen der 
Maus. 
 Nach 2 Kontrollen mit 300 µM BzATP wurden die 3 nachfolgenden Agonisten-
Gaben nach 4 minütiger Reduktion der [Ca2+]e auf 0 mM durchgeführt, von 
denen 2 der 3 BzATP-Applikationen zusätzlich für die 4 min mit 3 µM, bzw. 30 
µM MRS2179 inkubiert wurden. Abschließend erfolgte eine wiederholte 
Kontrolle mit 300 µM BzATP.  
Durch die Verwendung einer Ca2+-freien extrazellulären Flüssigkeit wurde der 
agonistische Effekt signifikant inhibiert. Die Kombination von 0 mM [Ca2+]e mit 
Gabe von MRS2179 während der Applikation des Agonisten ergab ebenfalls 
eine signifikante Hemmung der [Ca2+]i-Erhöhung, wie die beispielhafte obige 
Darstellung repräsentativ für die insgesamt 35 P2X7R-/--Vorläuferzellen zeigt. 
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4.1 Nachweis der P2X7R-Aktivität an den Progenitorzellen der 
murinen SVZ 
Die Fähigkeit zur adulten Neurogenese ist eines der bedeutendsten Erkenntnisse 
des letzten Jahrhunderts und wird seitdem in vielfältigen Studien häufig thematisiert 
und umfassend untersucht. Der bisherige und zukünftig weiterhin erwartete 
Wissensgewinn auf diesem Gebiet nährt die Hoffnung, neurodegenerative oder 
ischämische Zelluntergänge des Gehirns nicht nur ätiologisch und pathogenetisch 
besser zu verstehen, sondern auch die Therapien dieser Erkrankungen zu 
revolutionieren. 
Inzwischen sind zwei dominierende Regionen zur Neubildung von Neuronen im 
erwachsenen Organismus bekannt: Die subgranduläre Zone des Gyrus dentatus im 
Hippokampus (Eriksson et al. 1998)  und die SVZ des Seitenventrikels (Alvarez-
Buylla und García-Verdugo 2002). 
Zur Kontrolle der adulten Neurogenese scheinen extrazelluläre Nukleotide eine 
wichtige Rolle zu spielen (Mishra 2006; Grimm et al. 2009). Die extrazellulären 
Botenstoffe können über purinerge Rezeptoren intrazelluläre Veränderungen 
induzieren (North 2002), welche unter anderem die Zellproliferation und das 
Zellüberleben an der murinen SVZ beeinflussen können (Grimm et al. 2009). 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Zellen der SVZ von adulten Mäusen auf die 
Aktivität des P2X7R in vitro untersucht. Es existierten bereits im Vorfeld mRNA-
Nachweise des P2X7R in den Zellen der zur neurogenesebefähigten SVZ (Grimm et 
al. 2009). Diese Kenntnisse gaben Anlass, die murinen Progenitorzellen der SVZ auf 
die Aktivität der purinergen Rezeptoruntereinheit P2X7R zu untersuchen.  
Mit Hilfe des Calcium-Imagings konnten mehrere Charakteristika des P2X7R an den 
untersuchten Zellen dargestellt werden. Sowohl unspezifische (PPADS (Jarvis und 
Khakh 2009)), als auch P2X7R-selektive Inhibitoren (Brilliant Blue G (Jiang et al. 
2000) und A-438079 (McGaraughty et al. 2007; Donnelly-Roberts et al. 2009)) 
führten an den Vorläuferzellen zu einer Hemmung der agonistischen Antwort (S. 37 
ff.). Ebenso konnte eine signifikante Inhibition durch divalente Ionen (Mg2+, Zn2+) 
oder Protonen erreicht werden (S. 33 f., S. 40 ff.), welche als typische Reaktion des 
P2X7R gilt (Virginio et al. 1997; North und Surprenant 2000). Desweiteren zeigte der 
spezifische Agonist Benzoylbenzoyl-ATP (BzATP) (North und Surprenant 2000) eine 
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signifikant stärkere Antwort an den Zellen der  Wildtyp-Maus im Vergleich zur P2X7R-
defizienten (P2X7R-/-) Maus (S. 47). 
Diese Resultate weisen auf eine nachweisbare Aktivität des P2X7R an den 
Progenitorzellen der SVZ. Allerdings wurden die Experimente in vitro unter 
Bedingungen durchgeführt, die nicht dem physiologischen Milieu des 
Hirnparenchyms entsprechen. So wurde beispielsweise zur Aktivierung des 
Rezeptors nicht das ubiquitär im Körper vorkommende Messenger-Molekül ATP 
verwendet, sondern stattdessen wurde das Derivat BzATP appliziert. Dieser Agonist 
hat im Vergleich zum ATP eine deutlich stärkere Wirkung an den P2X7R und führt 
somit zu einem  besser messbaren Ca2+-Influx in die Zellen (North und Surprenant 
2000). 
Zudem entspricht die in den Versuchen verwendete Extrazellularlösung nicht der 
physiologischen Flüssigkeit, welche die pluripotenten Zellen in der SVZ umgibt. Zur 
Maximierung der Rezeptorantwort wurde in den in vitro-Experimenten die [Mg2+]e auf 
0 mM gesenkt. Auf diese Weise konnte die durch BzATP hervorgerufene [Ca2+]i- 
Erhöhung gesteigert werden (S. 33 f.). 
Abgesehen von den abweichenden experimentellen Bedingungen war darüber 
hinaus die für den P2X7R bekannte Inhibition durch Ca2+ (Virginio et al. 1997; North 
und Surprenant 2000) in dieser Arbeit nicht nachweisbar. Eine extrazelluläre Ca2+-
Konzentration von 2 mM führte an den murinen Zellen zu einer signifikant stärkeren 
agonistischen Antwort im Vergleich zu einer [Ca2+]e von 0,5 mM (S. 33 f.). Eine 
ähnliche Reaktion zeigten die zuvor durchgeführten Versuche am hP2X7R der 
HEK293-Zellen (S. 28 f.). Ursächlich für diesen Widerspruch könnte unabhängig von 
den Eigenschaften des P2X7R die Verminderung des Ionengradienten vom 
extrazellulären zum intrazellulären Raum sein. Außerdem zeigte eine Studie mit der 
rekombinaten P2X7R-Untereinheit die Hemmung des Rezeptors durch Ca2+ erst ab 
einer Konzentration von 3 mM (Jarvis und Khakh 2009). Ebenso erreichte Virginio et 
al. die Inhibition der P2X7-Rezeptorantwort erst bei höherer [Ca2+]e (10 mM) (Virginio 
et al. 1997). Demnach ist die potenzierende Reaktion durch Ca2+ bis zu einer 
Konzentration von 2 mM an den murinen Zellen mit der These einer funktionellen 
P2X7R-Expression vereinbar. 
Unter Berücksichtigung aller experimentell ermittelten Versuchsergebnisse an den 
murinen Progenitorzellen kann somit davon ausgegangen werden, dass der 
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purinerge Rezeptor P2X7R von den Zellen der SVZ exprimiert wird und unter den 
gewählten Versuchsbedingungen eine nachweisbare Aktivität besitzt. 
Darüber hinaus zeigt ein Vergleich der Resultate an den murinen Vorläuferzellen mit 
den zuvor ermittelten Versuchsergebnissen des hP2X7R an den HEK293-Zellen 
große Ähnlichkeiten bezüglich der Reaktionen auf BBG, A-438079 und Protonen 
(Abb. 4.1). Diese Analogien stützen zusätzlich die These hinsichtlich der P2X7-








omit erfolgte mit dieser Forschungsarbeit der funktionelle Nachweis der P2X7R-
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Aktivität an den neuronalen Vorläuferzellen der Maus in vitro. Wie bereits erwähnt, 
wurden die Versuchsbedingungen (extrazelluläre Ionenkonzentration, verwendeter 
Agonist) zur Maximierung der Rezeptorantwort  abgeändert (S. 33 ff.). Aufgrund 
dessen ist es möglich, dass der experimentell nachweisbare P2X7R unter den 
Bedingungen in vivo funktionell (annähernd) inaktiv ist. Aus diesen Überlegungen 





























Abb. 4.1 Reaktionen der Progenitorzellen der murinen SVZ und des in die HEK293-
Zellen transfizierten hP2X7R auf verschiedene Substanzen.  
Der durch 300 µM BzATP bewirkte [Ca2+]i-Anstieg konnte sowohl in den 
Vorläuferzellen der Maus, als auch in den HEK293-Zellen durch Gabe der P2X7R-
selektiven Inhibitoren BBG (3 µM), A-438079 (3 µM) sowie durch Erhöhung der 
extrazellulären Protonen-Konzentration gehemmt werden. Ein gesteigerter pH-
Wert führte hingegen an beiden Zellarten zu einer Potenzierung des 
agonistischen Effektes.  








wird der P2X7R in vivo aktiviert? Wann und warum wird der Rezeptor funktionell 
wirksam? Inwieweit ist der P2X7R in neuralen Erkrankungen involviert? 
Neben diesen grundlegenden Fragen ist ferner zu beachten, dass für die Versuche 
Zellen von Mäusen genutzt wurden. Inwieweit die dabei erhaltenen Ergebnisse mit 
den Reaktionen von humanen Progenitorzellen der SVZ übereinstimmen, ist mit 
weiteren Experimenten zu prüfen. 
 
Weitere purinerge P2X-Rezeptoruntereinheiten konnten trotz der bereits im Vorfeld 
bekannten mRNA-Nachweise (Grimm et al. 2009) an den multipotenten Zellen der 
Wildtyp-Maus nicht nachgewiesen werden. 
Von den restlichen 6 P2X-Rezeptoruntereinheiten wurden die BzATP-sensiblen 
Rezeptoren P2X1-4R auf eine mögliche Aktivität an den murinen Vorläuferzellen der 
SVZ untersucht, um eine mögliche Beeinflussung des agonistischen Effektes durch 
die purinergen Rezeptoren zu prüfen. Die Rezeptoren P2X5R und P2X6R werden 
durch den verwendeten Agonisten BzATP in der verwendeten Konzentration von 300 
µM nicht aktiviert (Jarvis und Khakh 2009) und bedurften daher keiner Überprüfung 
durch weitere Experimente. 
Eine Aktivität der Rezeptoruntereinheiten P2X1-3R war unter den verwendeten 
Bedingungen in verschiedenen Versuchen nicht nachweisbar (S. 43 ff.). So waren 
unter anderem der P2X1-3R-spezifische Antagonist TNP-ATP (Virginio et al. 1998) 
sowie der P2X1R-selektive Inhibitor NF449 (Jarvis und Khakh 2009) an den murinen 
Vorläuferzellen wirkungslos (S.44 f.). Ebenso führte eine Applikation des Agonisten 
α,β-meATP, der die purinergen Rezeptoren P2X1R und P2X3R selektiv aktivieren 
kann (Jarvis und Khakh 2009; North und Surprenant 2000), an den untersuchten 
Zellen zu keiner beobachtbaren Reaktion (S. 46).  
Eine Aktivität des P2X4R war experimentell allerdings nicht definitiv auszuschließen. 
Die Untersuchung der Zellen auf eine funktionelle Expression des P2X4R ist im 
Zusammenhang mit dem Nachweis der purinergen Rezeptoruntereinheit P2X7R 
besonders interessant.  
Der purinerge Rezeptor P2X7R gilt bislang als homotrimerer Rezeptor, der keine 
Heteromultimere mit anderen Purinrezeptoren bildet (North 2002; Burnstock 2007). 
Dieses Dogma wird jedoch schon seit einiger Zeit in Frage gestellt. Es ist denkbar, 
dass der besagte purinerge Rezeptor P2X7R zumindest eine funktionelle Verbindung 
mit dem P2X4R besitzt. So konnten bereits biochemische und elektrophysiologische 
DISKUSSION 




Hinweise für einen P2X4/7-heteromeren Rezeptor erbracht werden (Guo et al. 2007). 
Desweiteren wird diese These gestützt durch die Ko-Expression der beiden 
Rezeptoren an diversen Zellen. Sowohl der P2X7R als auch der P2X4R werden 
beispielsweise von Mikroglia-Zellen, Monozyten und Makrophagen ausgebildet 
(Xiang und Burnstock 2005; Bours et al. 2006). Ebenso ist eine Ko-Expression der 
beiden purinergen Rezeptoruntereinheiten an Epithel- und Endothelzellen 
nachweisbar (Surprenant und North 2009).  Auch wenn die Funktionen der beiden 
Rezeptoren noch nicht vollständig geklärt sind, scheinen ebenfalls beide purinerge 
Rezeptoren Aufgaben in der inflammatorischen Regulation zu besitzen (Burnstock 
2006). 
Darüber hinaus weisen die beschriebenen Rezeptoren P2X4R und P2X7R auch auf 
molekulargenetischer Ebene einige Gemeinsamkeiten auf (North 2002). Die Gene 
der beiden  P2X-Rezeptoruntereinheiten sind z.B. auf dem langen Arm vom 
Chromosom 12 lokalisiert. Desweiteren zeigen die Rezeptoren in ihrer Aminosäuren-
Sequenz mit ca. 40%iger Homologie eine beachtliche Ähnlichkeit, die von keinen 
zwei weiteren P2X-Rezeptoruntereinheiten erreicht wird.  
Trotz dieser vielen Gemeinsamkeiten und Hinweise, die zumindest eine Interaktion 
der beiden Rezeptoren vorstellbar machen, konnte bislang noch kein sicherer 
Nachweis für einen P2X4/7-heteromeren Rezeptoren erbracht werden. Im Gegensatz 
dazu existieren stattdessen ebenso Studien, die dieser These entgegen sprechen. 
So zeigte beispielsweise eine experimentelle Untersuchung über die Bildung von 
stabilen heteromultimeren Komplexen, dass eine heteromere Formation der  P2X7-
Rezeptoruntereinheit nicht möglich ist (Torres et al. 1999).  
Außerdem wird dieses Ergebnis durch die unterschiedliche subzellulare Lokalisation 
der beiden purinergen Rezeptoren gestützt. Während der P2X7R vorwiegend in der 
Plasmamembran lokalisiert ist, befindet sich der P2X4R hauptsächlich intrazellulär 
(Boumechache et al. 2009). Trotz dieser Ergebnisse gelang es Boumechache et al. 
nicht, die Möglichkeit einer Interaktion zwischen den beiden purinergen Rezeptoren 
vollständig auszuschließen.  
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die kontrovers diskutierte Frage 
bezüglich der heteromultimeren Bildung von P2X4/7R zwar vielfach geprüft und 
erörtert wurde, ohne jedoch bislang zu einem Konsens zu gelangen.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Versuche mit IVM, einem wirkungsvollen Modulator 
des P2X4R (Khakh et al. 1999; Jarvis und Khakh 2009), zur Überprüfung der Aktivität 
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dieser Rezeptoruntereinheit durchgeführt. Der Wirkstoff führte bei einer 
Konzentration von maximal 3 µM nur an vereinzelten Zellen der murinen SVZ zu 
einer Potenzierung der agonistischen Antwort nach Applikation von 300 µM BzATP. 
Nach Reduktion der BzATP-Konzentration um das 10-fache (von 300 µM auf 30 µM) 
steigerte IVM die durch den Agonisten hervorgerufene [Ca2+]i-Erhöhung jedoch um 
ein Vielfaches (S. 42 f.). Diese Reaktion ist allerdings nicht nur auf eine P2X4R-
Expression zurückzuführen, sondern kann ebenso mit einer P2X7R- bzw. mit einer 
Ko-Expression der beiden Rezeptoruntereinheiten erklärt werden.  
So gelang es Nörenberg et al. die Wirkung von ATP in submaximaler Dosierung an 
den humanen P2X7R durch Applikation von IVM zu verstärken. Experimente an dem 
murinen P2X7R zeigte jedoch nur einen geringen Effekt des Modulators IVM 
(Nörenberg et al. 2012). Eine andere Studie hingegen zeigte keine signifikante 
Wirkung des IVM am P2X7R in humanen oder murinen Zellen, währenddessen die 
Ko-Expression von P2X4R und P2X7R zu einer deutlichen Steigerung der Agonisten-
Antwort führte (Guo et al. 2007).  
Im Gegensatz dazu wies Casas-Prunenda et al. eine signifikante Wirkung des IVM 
sowohl am murinen P2X4R, als auch am murinen P2X7R nach. Allerdings konnte bei 
einer Ko-Expression von P2X4R und P2X7R die Potenzierung durch IVM erst nach 
einer deutlichen Senkung der Agonisten-Konzentration erreicht werden (Casas-
Pruneda et al. 2009).  
Diese Daten stützen die These bezüglich einer Ko-Expression von P2X4R und 
P2X7R an den untersuchten Mauszellen der SVZ und bezüglich einer möglichen 
funktionellen Interaktion der beiden purinergen Rezeptoruntereinheiten.  
Andererseits konnte die Wirkung des IVM an den P2X7R-defizienten (P2X7R-/-) 
Mauszellen nicht mehr nachgewiesen werden, welches einer Expression des P2X4R 
entgegen spricht (S. 48). Außerdem zeigten die zuvor durchgeführten Experimente 
an den HEK293-Zellen am hP2X7R ebenfalls eine signifikante IVM-Wirkung nach 
Applikation des niedrig dosierten Agonisten (S. 31 f.). Der P2X4R war an diesen 
HEK293-Zellen nicht vorhanden. Somit war die Potenzierung der agonistischen 
Wirkung durch IVM vom hP2X7R erreicht worden. 
















nabhängig von den IVM-Experimenten (Abb. 4.2) hemmte der purinerge Antagonist 
eben den P2X-Rezeptoren wurden auch die P2Y-Rezeptoren untersucht, die 
 
U
TNP-ATP bei einer P2X4R-inhibierenden Konzentration von 10 µM (Virginio et al. 
1998) den durch BzATP hervorgerufenen Ca2+-Einstrom in die Zellen nicht (S. 44). 
Demnach ist eine funktionelle P2X4R-Expression unter den  verwendeten 
Bedingungen sowie eine gegenseitige Beeinflussung der beiden purinergen 
Rezeptoren P2X4R und P2X7R an den untersuchten Zellen der murinen SVZ fraglich. 
 
N
ebenfalls eine [Ca2+]i-Erhöhung bewirken können (Jarvis und Khakh 2009; Communi 
et al. 1999; Abbracchio et al. 2006). Im Gegensatz zu den ionotropen P2X-
Rezeptoren (North und Surprenant 2000) wirken die P2Y-Rezeptoren als G-Protein 
gekoppelte Rezeptoren, die durch Entleerung der intrazellulären Speicher die 
zytosolische [Ca2+] steigern (Abbracchio et al. 2006). Daher ist der [Ca2+]i-Anstieg 
























HEK293-Zellen Progenitorzellen der murinen SVZ P2X7R-/--Zellen
Abb. 4.2 Wirkung des Modulatoren IVM auf den in die HEK293-Zellen stabil 
transfizierten hP2X7R sowie auf die Progenitorzellen der Wildtyp-Maus 
und der P2X7R-defizienten Maus. 
 Es erfolgte eine 4 minütige Applikation von 1 µM und 3 µM IVM vor bzw. 
während einer 30 sekündigen BzATP-Gabe. Nach der Applikation von 30 µM 
BzATP konnte sowohl an den HEK293-Zellen, als auch an den Vorläuferzellen 
der Wildtyp-Maus eine deutliche Potenzierung des agonistischen Effektes durch 
IVM beobachtet werden. 
 Im Gegensatz dazu zeigte der Modulator keine signifikante Wirkung nach 
Zugabe von 300 µM BzATP zu den Zellen der Wildtyp-Maus sowie nach einer 
Applikation von 30 µM BzATP zu den P2X7R-defizienten Zellen der Maus. 
 Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen. N=28-63. *p<0,001.  
* *
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währenddessen die zytosolische [Ca2+]-Steigerung nach Aktivierung der P2X-
Rezeptoren stark von der Höhe der [Ca2+]e bestimmt wird. 
Um die Aktivität von P2Y-Rezeptoren an den Vorläuferzellen der Maus zu eruieren, 
wurden Experimente mit einer Ca2+-freien Extrazellularlösung durchgeführt (Abb. 
4.3). Während an den neuronalen Progenitorzellen der Wildtyp-Maus keine Aktivität 
dieser G-Protein gekoppelten Rezeptoren nachweisbar war, zeigten die P2X7R-/--
Zellen der murinen SVZ eine vermehrte P2Y-R-Wirkung (S. 35 ff., S. 49 f.).  Die 
gewonnen Versuchsergebnisse an den Progenitorzellen der P2X7R-defizienten Maus 
wurden im Anschluss durch 2 weitere Experimente gestützt (Versuche mit PPADS 









Von den 8 P2Y-Rezeptoruntereinheiten können nur die P2Y1,2,4,6,11-R als Gq/11-
T
weiterer P2Y-Rezeptoren denkbar.  
Protein gekoppelte Rezeptoren einen mittels Calcium Imaging erfassbaren [Ca2+]i-
Anstieg bewirken (Abbracchio et al. 2006). Zudem ist der verwendete Agonist BzA P 
einzig für den purinergen Rezeptor P2Y11R sensitiv (Communi et al. 1999). Aufgrund 













1. BzATP-Gabe in 0 mM 


























Abb. 4.3 Wirkung von 300 µM BzATP, gemessen an dem [Ca2+]i-Anstieg, nach 
Entfernung der Ca2+ aus der extrazellulären Lösung an den Zellen der 
Wildtyp-Maus und an den murinen P2X7R-/--Zellen. 
 Die Vorläuferzellen der Wildtyp-Maus zeigten in einem Ca2+-freien Milieu im 
Vergleich zu einer [Ca2+]e von 2 mM einen äußerst geringen agonistischen 
Effekt. Während dessen wird die durch 300 µM BzATP hervorgerufene [Ca2+]i-
Erhöhung an den P2X7R-/--Progenitorzellen nur partiell durch die Entfernung der 
Ca2+ aus der extrazellulären Flüssigkeit beeinflusst. 
 N=32-68; *p<0,05. **p<0,001 
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Die nachgewiesene Inhibition durch MRS2179 deutet auf die Präsenz von P2Y1R 
hin. Ebenso zeigte der unselektive Antagonist PPADS eine starke Hemmung der 
rläuferzellen 
h den P2Y1R apoptotische Prozesse induziert werden (Sellers et 
nn die purinerge Rezeptoruntereinheit P2X7 an den multipotenten Zellen 
agonistischen Wirkung, die auf eine Aktivität sowohl von P2Y1R als auch auf weitere, 
nicht näher untersuchte P2Y-Rezeptoren hinweist (von Kügelgen 2006). 
Die beschriebene Aktivität von P2Y-Rezeptoren ist allerdings nicht an den Zellen der 
Wildtyp-Maus sichtbar, sondern konnte nur an murinen Vo
nachgewiesen werden, die für den P2X7R defizient waren. In der Annahme, dass 
unter anderem der P2Y1R den [Ca2+]i-Anstieg an den P2X7R-/--Zellen bewirkte, ist die 
Funktion dieses purinergen Rezeptors möglicherweise von der Inaktivierung des 
P2X7R abhängig. 
Die Funktion des P2Y1R ist sehr vielseitig. So konnte unter anderem nachgewiesen 
werden, dass durc
al. 2001). 
Der P2X7R kann ebenso als Apoptose induzierender Rezeptor fungieren (North 
2002). We
nicht exprimiert wird, könnte demnach eine gesteigerte Rezeptorexpression des 








4.2 Funktion des P2X7R und mögliche therapeutische Chancen 
Anhand der durchgeführten Experimente an den murinen Vorläuferzellen der SVZ 
wurde die funktionelle Aktivität des P2X7R in vitro nachgewiesen. Da dieser Rezeptor 
bekannt dafür ist, Apoptose durch Porenbildung zu induzieren, ist es denkbar, dass 
er diese Funktion ebenfalls innerhalb der adulten Progenitorzellen besitzt (North 
2002). 
Die apoptotische und nekrotische Wirkung des purinergen Rezeptors wurde 
anfänglich vor allem an verschiedenen Zellen des Immunsystems (z.B. Lymphozyten, 
Makrophagen, Mikroglia) untersucht (North 2002). Inzwischen ist der funktionelle 
Nachweis des P2X7R bereits an diversen Zellen und Geweben im Körper erfolgt, so 
wurde beispielsweise auch an neuronalen und glialen Progenitorzellen des murinen 
Striatum ein P2X7R-induzierter Zelltod nachgewiesen (Kim et al. 2001; North 2002; 
Delarasse et al. 2009).  
Demgegenüber waren jedoch ebenso eine erhöhte P2X7R-Exprimierung und -
Aktivität in den tumorösen Zellen von Patienten mit Chronisch Lymphatischer 
Leukämie (CLL) nachweisbar (Wiley und Dubyak 1989; Adinolfi et al. 2002). Der 
Rezeptor scheint also nicht nur die seit langem bekannte pro-apoptotische, sondern 
auch eine zellproliferative Funktion zu besitzen (Baricordi et al. 1996; Adinolfi et al. 
2005). Folglich ist die P2X7-Rezeptorexpression eventuell eine physiologische 
Eigenschaft der Vorläuferzellen der SVZ, um ihre Neurogenese-Fähigkeit zu sichern, 
die sie nach Differenzierung verlieren. Die Änderung des Rezeptoren-Profils nach 
Differenzierung konnte bereits an Oligodendrozyten und jungen Neuronen 
hinsichtlich purinerger P2Y-Rezeptoren gezeigt werden (Grimm et al. 2009). 
Ebenso könnte allerdings eine unkontrollierte Proliferation zu intrakraniellen Tumoren 
führen. Baricordi et al. wiesen in dem Zusammenhang die Proliferationsfähigkeit an 
P2X7R-transfizierten Zellen in Serum-freien Medium, ein Kennzeichen für maligne 
Zellen und Gewebe, nach (Baricordi et al. 1999).  
Es wird angenommen, dass die gegensätzlichen Eigenschaften der P2X7–
Rezeptoruntereinheit von der Höhe der ATP-Konzentration abhängig sind. Während 
eine niedrigere Dosierung des Agonisten zu einer Proliferation der Zellen führt, 
bewirkt die massive und langanhaltende Stimulation des Rezeptors durch ATP den 
Zelltod der P2X7R-exprimierenden Zellen (Adinolfi et al. 2005). Demnach kann der 
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purinerge Rezeptor an den Zellen der SVZ möglicherweise sowohl eine 
zellproliferative, als auch eine apoptotische oder nekrotische Funktion besitzen. 
Über die genaue Funktion des P2X7R an den Progenitorzellen der SVZ lässt sich im 
Rahmen dieser Arbeit nur spekulieren, bietet jedoch den Ansatz und Anreiz für 
weitere Forschungen. Genauere Kenntnisse durch weiterführende Untersuchungen 
können möglicherweise nicht nur das Verständnis über den Pathomechanismus 
bestimmter neurologischer Krankheiten verbessern und damit neue Therapieansätze 
ermöglichen, sondern darüber hinaus auch das Wissen über den P2X7R im 
Allgemeinen steigern. 
 
Die SVZ spielt eine bedeutende Rolle innerhalb der adulten Neurogenese und dient 
somit der Neubildung und Regeneration von Nervenzellen (Alvarez-Buylla und 
García-Verdugo 2002). Die zunächst multipotenten Zellen der SVZ gelangen über 
den RMS zum OB und differenzieren dort zu Interneuronen (Wichterle H 1997). Eine 
Störung der eben beschriebenen Regionen beeinträchtigt die postnatale 
Neurogenese und kann demzufolge zu neurodegenerativen Erkrankungen wie z.B. 
Morbus Parkinson (IPS) führen.  
IPS ist neben Morbus Alzheimer eine der häufigsten neurodegenerativen Erkrankung 
weltweit (Kleinhenz et al. 1990), bei der ein Untergang von Nervenzellen in der 
Substantia nigra zu einem Mangel des Botenstoffs Dopamin führt (Thümler 2002). 
Die genaue Ätiologie und Pathogenese dieser Erkrankung ist bis heute jedoch noch 
nicht vollständig geklärt und wird folglich zum Forschungsgegenstand vieler Studien.  
In Zusammenhang mit purinerger Signaltransformation wiesen beispielsweise Jun et 
al. bereits auf eine Beeinflussung der Parkinson´schen Krankheit durch die P2X7-
Rezeptoruntereinheit hin. Demnach bewirkt die Freisetzung von ATP durch 
zerstörtes Gewebe möglicherweise den Zelluntergang benachbarter dopaminerger 
Neurone via P2X7R und vergrößert auf diese Weise das nekrotische Volumen in der 
Substatia nigra (Jun et al. 2007). 
Neben der Substatia nigra scheinen darüber hinaus auch andere Hirnregionen in den 
Pathomechanismus des IPS involviert zu sein. So zeigte eine Untersuchung der 
proliferierenden Zellen der subependymalen Zone und der Progenitorzellen der 
subgranulären Zone sowie des OBs einen signifikanten Zellzahlverlust bei Patienten 
mit IPS (Höglinger et al. 2004). Diese Entdeckung weist demnach auf 
Veränderungen innerhalb der adulten Neurogenese hin.  
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Die Expression des pro-apoptotischen P2X7R an den Zellen der SVZ könnte 
möglicherweise zum Zelltod der Progenitorzellen führen und in Folge dessen eine 
verminderte Zellzahl im OB, wie sie von Höglinger et al. beschrieben wurden, 
bewirken. Eine Hemmung des purinergen Rezeptors an den Zellen der SVZ mit 
P2X7R-selektiven Antagonisten könnte demnach nicht nur für das IPS, sondern auch 
für andere neurodegenerativen Erkrankungen, die ebenfalls eine Störung der SVZ 
beinhalten, eine neue therapeutische Strategie bedeuten. Bereits an anderer Stelle 
wurde eine Inhibition des P2X7R in der Behandlung von z.B. 
Rückenmarksverletzungen erprobt (Wang et al. 2004; Peng et al. 2009). 
Desweiteren ist die P2X7-Rezeptoruntereinheit innerhalb der SVZ möglicherweise bei 
der Bildung intrakranieller Tumore involviert, sodass die Hemmung des Rezeptors 
auch in diesem Fall das Potential für eine neuartige Behandlungsmöglichkeit bietet 
(Baricordi et al. 1999). 
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Purinerge Rezeptoren können zelluläre Prozesse wie Differenzierung, Proliferation 
und Apoptose beeinflussen. Die Aktivierung des P2X7-Rezeptors (P2X7R) führt an 
diversen Zellen zur Apoptose, kann allerdings ebenso zellproliferative Vorgänge 
stimulieren. Ziel dieser Arbeit war es, den P2X7R an den neuralen Progenitorzellen 
der Subventrikularzone (SVZ) der Maus funktionell nachzuweisen. 
P2X-Rezeptoren bewirken nach Aktivierung eine Änderungen der zytosolischen 
Ca2+-Konzentration, welche mit Hilfe der Calcium Imaging-Methode detektiert werden 
kann. Zur Untersuchung des Rezeptors wurden verschiedene purinerge 
Antagonisten und Modulatoren eingesetzt. Desweiteren wurde die Wirkung von 
Ionen auf die agonistische Reaktion erfasst. Während der P2X7R sensitive Agonist 
Benzoylbenzoyl-ATP (BzATP, 300 µM) in extrazellulärer Flüssigkeit, die mit 1 mM 
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Mg2+ gesättigt war, nur zu einem geringen  Anstieg der intrazellulären Ca2+-
Konzentration ([Ca2+]i) führte, war im Mg2+-freiem Medium eine signifikante [Ca2+]i-
Erhöhung zu erkennen.  
Der unselektive purinerge Antagonist PPADS sowie die P2X7R selektiven Inhibitoren 
Brilliant Blue G und A-43807 hemmten den [Ca2+]i-Anstieg. Ebenso bewirkten Zn2+ 
und Protonen eine für den P2X7R charakteristische Hemmung der [Ca2+]i-Erhöhung. 
Ivermectin (IVM), ein Modulator der P2X-Rezeptoruntereinheiten P2X4R und P2X7R, 
bewirkte an den Zellen eine Potenzierung der agonistischen Wirkung, nachdem für 
dieses Experiment die Konzentration des BzATPs von 300 µM auf 30 µM gesenkt 
worden war.  
Weitere verwendete purinerge Agonisten (α,β-meATP) oder Antagonisten (TNP-ATP, 
NF449) hatten unter den experimentellen Bedingungen keinen Einfluss auf die [Ca2+]i 
der neuronalen Progenitorzellen der Wildtyp-Maus. Desweiteren war die signifikante 
agonistische Wirkung von 300 µM BzATP durch Entfernung der Ca2+ aus der 
extrazellulären Lösung fast vollständig verschwunden. 
Die Untersuchung der Progenitorzellen, die für den P2X7R defizient waren (P2X7R-/-), 
zeigten einen deutlich verminderten [Ca2+]i-Anstieg nach BzATP-Applikation (300 
µM) im Vergleich zu den Zellen der Wildtyp-Maus. Zudem war der potenzierende 
Effekt des IVM an den P2X7R-/--Zellen nicht mehr nachweisbar. 
Im Ca2+-freiem Medium war der agonistische Effekt von 300 µM BzATP an P2X7R-/--
Zellen im Gegensatz zu den Progenitorzellen der Wildtyp-Maus nur etwas 
vermindert. Die Expression von P2Y-Rezeptoren an den P2X7R-/--Zellen wurde durch 
zwei weitere Experimente in Ca2+-freier extrazellulärer Lösung gestützt. 
Die ermittelten Daten lassen auf eine funktionelle Expression des P2X7R an den 
neuronalen Vorläuferzellen der SVZ der Maus schließen. Andere purinerge 
Rezeptoren (P2X1,2,3,4R und P2Y1,2,4,6,11R) waren an den Zellen der Wildtyp-Maus 
unter den experimentellen Bedingungen nicht nachweisbar. 
An den Progenitorzellen, die einer P2X7R defizienten Maus entnommen worden 
waren, konnte jedoch die Aktivität von P2Y-Rezeptoren erfasst werden. 
Die gewonnen Ergebnisse beweisen somit nicht nur die Expression des P2X7R, 
sondern auch von P2Y-Rezeptoren an neuralen Progenitorzellen der SVZ und 
veranschaulichen dadurch den weitreichenden Einfluss purinerger 
Singaltransmission. 
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-  Die pluripotenten Progenitorzellen in der Subventrikularzone (SVZ) exprimieren 
purinerge Rezeptoren. 
- Purinerge Rezeptoren können die adulte Neurogenese in der Subventrikularzone 
beeinflussen. 
- In Mg2+-freiem Medium ist die purinerge Rezeptoruntereinheit P2X7R an den 
Vorläuferzellen der SVZ funktionell aktiv. 
- Mg2+-Ionen in der extrazellulären Lösung hemmen die Aktivität des P2X7R an den 
Progenitorzellen der SVZ. 
- Der Rezeptor P2X7R ist unter physiologischen Bedingungen in vivo annähernd 
inaktiv. 
- Innerhalb der adulten Neurogenese ist der P2X7R an apoptotischen Prozessen in 
der SVZ involviert. 
- Die Expression von P2X7R an den multipotenten Zellen der SVZ ist bei 
neurodegenerativen Erkrankungen, wie beispielsweise Morbus Parkinson erhöht. 
- Eine funktionelle Hemmung des P2X7R an den Vorläuferzellen der SVZ verspricht 
als neuartige therapeutische Maßnahme eine mögliche Besserung der 
Symptomatik von neurodegenerativen Erkrankungen (z.B. Morbus Parkinson). 
- P2Y-Rezeptoren sind an den Zellen der SVZ der Wildtyp-Maus unter den von 
gewählten  experimentellen Bedingungen funktionell nicht nachweisbar. 
- An Progenitorzellen, die für den P2X7R defizient sind, ist die Aktivität von P2Y-
Rezeptoren zu erfassen. 
- Die Aktivität von P2Y-Rezeptoren an den Vorläuferzellen der SVZ ist von der 
Expression des P2X7R abhängig. 
- Die Expression von P2Y1-Rezeptoren an den multipotenten Zellen der SVZ führt 
zur Induktion von Apoptose. 
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